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一 般的な試薬に つ いて は適宜分子式を用 い て示 した｡
核酸塩基 につ いて は 一 文字表記によ る略号を用 い た｡
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序論
古代か らヒ トは細菌感染症 に悩まされて きた ｡ 細菌感染の 成立には ､ 菌 臥 宿き側および外的環境
の 3 要因が影響 を与える ｡ 特に菌側因子 と しては定着 ､ 侵入､ 生体 防御 に対する抵抗因子な どの毒
力が ､ 宿主側要 因として は抗原非特異的お よび抗原特異的な生体防御機能が相互 に作用 し合い ､ そ の
力の 差によ り感染成立の 成否が左右される ｡ 宿主の 免疫応答成立以前､ 細菌感染初期の感染防護機構
の 主役は ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ等の 食細胞によ る食菌作用で ある o マ ク ロ フ ァ
ー ジ は繍菌をフ ァ ゴサイ ト
- シス により食食し､ 内外逆転 した細胞膜閉鎖系の フ ァ ゴ ソ
- ム に内包す る o 食細胞では こ の フ ァ ゴ
サイ ト - シスが シ グナル となり､ 異物消化が始まる o まずフ ァ ゴソ - ム膜上 の N A D P Hオキシダ
ー
ゼ の 会合 と活性化が起 こり､ 酸素が還元さ れ ス
ー パ ー オキ シドア ニ オ ンを経て過酸化水素や ヒドロ
キシ ラジカル 等の 殺菌性 の活性酸素がフ ァ ゴ ソ
- ム内に生成され る o その 後メ ンプラントラ フ イ ツ ク
によ る エ ン ドソ - ム との 融合 を経て フ ァ ゴソ - ムは成熟するo そ して 酸性フ ォ ス フ ァ 夕
- ゼ ､ カテ プ
シ ン D な どの 殺菌性タ ンパク質を内包す るリソソ ー ム と融合させ る こ とによ り ､ 殺菌消化す るo 多
く の 細菌は マ ク ロ フ ァ ー ジ に食食される とこ の 過程を経て殺菌され るが､
一 部 の細菌は殺菌機構 から
逃れ ､ 食細胞内で増殖す る ことがで きる o こ の ような性質 を有する 一 群の 細菌を細胞内寄生細菌 とよ
ぶ o こ の カテ ゴリ ー は通常の 分類細菌学には登場せず, 感染 とい う病原微生物 と宿主の 相互 関係の 中
で ､ 病原微生物 の特性を備 えた場合の概念 として用 い られ る｡ 細胞内寄生雑菌は19 8 5年 ､ Ka ufm an n
によ っ て ｢正常食細胞 の 中で 生存増殖可能で あり､ 抗体がほ とんどまた は全く 防御効果を示 さず､ 感
染防御は特異的 T 細 胞に依存す る菌で ある o + と定義され 【Ka ufm a n rl, 1 98 5】, Salm o n ella 属
【Bu chim eie r a nd HefEr o n, 19 9 1;Gr ois m a n etal.,
‾19 92;Gr ois m a n and Ochm a n, 19 9 7】､ Yez:sln l
'
a
属 【tJn e, 197 7; Tab rizi a nd Robin s- Br o wne, 1992; Sta rley et all, 199 3】, Myc oba cte z7
-
u m 属
【Ar m str o ng a nd Ha rt, 19 7 5】､ LegloD ella 属 【Ho r wits, 19 8 3;Hor wits a nd Ma xfield, 1 98 4】 およ
び h
･
ste rl
･
a 属【She eha n etal., 199 4】などの 細菌が含まれ るo これらの 細胞 内寄生細菌の 病原性は ､
主にそ の 食細胞内殺菌作用 の 回避(エ ス ケ - 7)と食細胞内増殖能にある と考えられて い る ｡ エ ス ケ
ー
プ機構に はフ ァ ゴ ソ - ムか ら細胞質 ヘ の 脱出 【She ehan etal., 1 99 4】, フ ァ ゴソ
- ム とリ ソソ ー ム の
融合阻害 【Ho r wits, 19 8 3;Bu chim eie r a ndHeffr o n, 1 99 1】､ 殺菌抵抗因子の産生 【She eh an etall,
19 9 4】 な どが報告されて い る ｡ 細胞内寄生細菌は これらの 手段の い ずれか ､ またはそれ らの 組み合
わせ に よっ て マク ロ フ ァ ー ジに対する殺菌機構から逃 れ 病原性を発揮 して い る ｡
サル モネ ラ属細菌は ヒ トに軽微な腸炎か らチ フ ス症 とい っ た重篤な全身感染 まで幅広い 病気を 引
き起 こす グラム 陰性の 病原細菌で ある｡ 世界保健機構 による と､ 世界で年間 16 0 0万 人がチ フ ス性疾
患に感染し, 60万 人が死に至 っ て い る 【Pa ng etBl., 1 99 8】｡ そ の ため治療と予防の確立が望まれて
おり ､ サ ル モ ネラ の 病原性発現機構を解明す る こ とがそ の 一 助に なる と考えられる o S･ e nte El
'
c a
s e r o v a rTyphim uriu m(s e r o v a rT>phim u riu m) はヒトに感染しても腸炎を惹起するの み であるが,
マ ウス に対してはチ フ ス症様の病気を引き起 こす 【Jon e s etal･, 1 9 94】o そ の ためサルモ ネラ症 の全
身感染モ デル と して ､ se r ov a rTyphim uriu m 感染 Nr a mpl･/
-
マ ウス が用 い られて い るo マ ウス に経
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口で感染させる と ､ 菌は腸管までたどりつ いた後 ､ 小腸の 上皮細胞や M 細胞から侵襲する o そ の 後 ､
バイ エル板に存在する マク ロ フ ァ ー ジに取り込まれるが , 菌は こ の殺菌機構を回避して細胞内で生存､
増殖す る｡ 増殖 した菌はマク ロ フ ァ ー ジ に包まれたままリ ンパ 管を経て血中に入 っ て全身に移行 し､
肝臓や牌臓 に存在す る マ ク ロ フ ァ
- ジ内で 再度増殖する こ と によ り 全身感染 を発症す る 【Ca rte r
a nd Collin s, 197 4;Finlay, 19 9 4】o すで に s er o v a r竹phim uriu m の病原性に関する多く の 因子が同
定 され て きて い るが ､ 分子 メカ ニ ズム に つ い て の 研究 は近年始 ま っ た と こ ろ で ある o Ser ov a r
Ty phim u riu m の 病原性に関する因子は染色体とプラスミ ド上にな ど多数同定されて い るが ､ こ の 遺
伝子の 多くは非病原性細菌 の Es cAer l
'
cL]
'
a c ol]
'
にも存在するが､ 数種 の遺伝子はサル モ ネラ特 異的で
ある 【Grois m a n a nd Ochm a n, 19 9 7】o 近年で は病原因子を コ
ー ドす る遺伝子が複数存在する遺伝子
領域 ､ Salm o n ella pathoge nicityisla nds (S PIs) の研究が進んで い る 【M a rc u s etBl･, 2 0 0】o 特 に
染色体 上 63c en七is o m e(c s) に位置する S PIl と 30c sに位置する SPI2 は最 も重要な病原遺伝子群
で あり､ 双方 とも病原因子を直接宿主細胞内に移行させ るタイプⅠⅠⅠ 分泌機構を コ
ー ドして い るが ､
機能はま っ たく 異なっ て い る ｡ S PIl の機能はサル モネラ感染の 初期段階に必要で あり ､ 小腸上 皮細
胞や M 細胞か らの 侵入 を可能 とする 【Gala n, 1 9 96】｡ SI
)Ⅰ2 の機能 は感染の後期で 発揮さ れ 感染
を拡大し組織に存在す るため マ ク ロ フ ァ ー ジ 内で生存､ 増殖を可能 にする 【Ochm a n et al･, 1 9 96;
He n s eletal.
,
1 997】. これ ら遺伝子群の 発現調節は SPI 上やそ れ以外 に存在する制御因子によ っ て ､
また感染後の 生育環境の 変化や生体側か らの 種々 の シグナル に対応 して厳密に制御されて い る ｡ しか
しながら これ らの制御機構に つ い て はい まだ不明な点が多く ､ 研究は緒につ いたばか りで ある o また
こ の ようなサルモ ネラに特異的な病原性遺伝子の 他に ､ 多くの細菌類 に共通 して存在する遺伝子が病
原性発現 に関与する こ とが知られて い る｡ これ らの遺伝子 には栄養要求性に必要 とする遺伝子や遺伝
子 発現 を調 節 す る遺 伝 子な どが奉る 【Hois eth a nd Sto cke r, 1981; Cu rtis s a nd Kelly, 1987;
o7Callagha n etal., 198 8･, Do r m a n etal” 1 98 9;Mille r etBl” 1989;Fang etal･, 1 99 2
･
,
He n s eletal･,
1 995;Hu mphr eys etal” 19 9 9]o
細菌感染で は ､ 細菌 と宿主双方が様々なス トレス に曝される o これ を細菌側か らみ る と , 生体 に侵
入する こ とに よる 生育環境の 急激な変化や宿主側が発動する多彩な防御機構が ､ 大きなス トレス とな
る ｡ 従 っ て細菌は感染 の 際, これ らス トレス の影響を最小 限に食い 止め , 生存を可能にする防御機構
を発動させ る と考え られる o こ の 機能の 中心となるの は, ス トレス タンパク質 とよ ばれる特定 の
一 群
タ ンパク質の合成 を誘導す るス トレス応答である と考え られ る 【Neidha rdta nd Va nBogele n, 19 8 7;
M orim oto etall 1 99 4]o
今日の ス トレス応答の研究は 1 96 2年の ｢シ ョ ウジ ョ ウバ エ の 唾液腺染色体､ 熱シ ョ ックパ フ の発
見+ 【R 血s s a, 19 62】 に始 まり､ 熱 シ ョ ッ ク応答につ いて の 解析が最もよく進 んで い るo 熱 シ ョ ッ ク
によ フて誘発されるス トレス タ ンパク質の 主なもの は ､ 生物の種を こえて高い相同性をもっ て 保存さ
れて い る こ とか ら､ こ の 応答は生物の 生命維持に と っ て重要な機構で ある と考えられるo E･ c oll
'
に
お い て こ の ス トレス タ ンパ ク 質 につ い て の 機能解析が最 も進 ん で おり ､ 亜致 死的な熱 シ ョ ッ ク
(4 2℃) を 与え る と ､ ほ とん ど直ちに数種 の ス トレスタ ンパ ク質の 合成が誘発される [Yu r a and
NakahigaT
Shi
,
19 9】D この ス トレスタ ンパク質には､ 分子 シャ ペ ロ ン(Dn aE､ Gr oE L)やプロ テ ア
ー
ゼ(Lo n､ CIpA P､ CIpX P, HsIVTJ)が属する . これ らス トレスタン′てク要は､ ス トレス により細胞内
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F-
に蓄積 した変性 タンパ ク質 の 除去や再生, 凝集や不溶化 の 防止な どの働き をもち､ また非ス トレス下
におい て も新生ポリペ プチ ドの 正 しい折りたたみ の 介 臥 蛋白質分解系へ の 関与な ど様々 な働きを担
っ て い る o E. c ol1
･
におけるス トレスタンパ ク賃誘導は転写 レベ ルで 制御さ れ 細胞内の ス トレスタ
ンパ ク質量が厳 密に調節されて い る 〔To m oya stl etal., 1 9 98】o こ の 応答の 回路は､ R N Aポリメ ラ
- ゼホ ロ酵素成分である o32転写因子による 正の 制御と､ 産物である ス トレス 夕.
ンバ ク質 による o32
因子 の 不活 性化 と プ ロ テ ア ー ゼ に よ る分 解 の 負 の フ ィ ー ドバ ッ ク制御 か らな っ て い る (Fig･)
[To m oya s u etal., 19 95;Ga m e r etal･, 1 99 6】o 熱 シ ョ ッ ク遺伝子は染色体上 の様 々 な箇所 に存在 し
て い るが ､ 多く の もの が 5
'
上流 に共通の特異的プロ モ ー タ ー 構造を有 してお り ､ 熱シ ョ ッ ク後い ち早
く増加 した o32因子により認識されてそ の転写を開始する o これは o3咽 子に支配 され るひ とつ の 制
御単位なの で o32レギュ ロ ンとよ ばれる o こ の増加は 通常の 不安定な o 32の安定化 と o 32を コ
- ドす
る rpoH遺伝子 の 転写活性ならびに翻訳活性 【Morita etal･, 2 0 0 0】 の促進によ り起こ る o こ の o
32
ホモ ロ グが多く の グラム陰性菌お よびグラム 陽性菌で 同定 されて い る こ とか ら ､ o 32 レギ ュ ロ ンは多
くの 原核生物で 保存 された ス トレス 応答制御の メカ ニ ズム と考え られ る 【Yu r a and Nakahiga shi,
19 9 9】｡
またス トレス応答制御に 関わる第 2 のo 因子 , o E(o 24)レギュ ロ ンが見つ か っ て い る o 大腸菌を
致死的な温度 (らo℃) に曝す とほ とん どの タ ンパ ク質合成は直ちに停止 し､ ス トレス タンパ ク質の
合成のみが続く 【Raina et al., 1995;Ro u vier e etal., 19 9 5】 こ とになる o こ の ような致死的な条件
下 におけるス トレス応答 は､ o E レギ エ ロ ンによ り行われて い る o o E は rpoH 遺伝子の プロ モ
ー タ
ー の ひ とつ で ある P3 を認識する制御因子であり ､ 致死的な条件下では o Eが発親し､ o 32レギ ュ ロ
ンを誘導する o o E レギ ュ ロ ンによ り支配されるス トレスタ ン/てク質遺伝子は ペリプラス ム に存在す
る酵素 , htTA や 御 などが知られて い る 【Palle n a nd Wr en, 1 9 97;Raivio and Silhavy, 199 9】o
■
また近年の 研究によ り o E は通常の 条件下 におい ても重要な役割 を果た して い る こ とが明 らか とな
つ て い る [pe n a s etal., 1 9 9 7]o
rpoH
I
1
丁
32
0
■
R NAP
Inactiv e
m R N A
Activ e
m R N A
Unfo】ded
protein s
Heat
ド
丁
‾
⊂亡
activity
pr o 唾 r hsp ge n e s
Prote a s e s
I
H S Ps
[FtTp7遊nhs%PuA P〕
chapero n e s[Dn aK･ Dn aJ･ GrpE]
Folded
p｢ oteins
Degradatio n
Figure･ Regulatory circuits of the G
32
r egulo nin E･c o/I
･
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サル モ ネラ属細菌は病原性発現まで の多段階 にお い て , 宿主の 免疫反応などによ る低pⅠi, 活性酸
素群 ､ 活性窒素酸化物 ､ 抗原タンパク質群などの 様々なス トレス に曝 される 【Fo ste r a nd Specto r,
1 99 5】｡ 中で も冒頭 に述 べ たマ クロ フ ァ ー ジ内環境は , サルモ ネラに と っ て感染初期に遭遇する最も
過酷なス トレス で ある と考えられる o しか しサル モネラは この ス トレスを回避 し､ マク ロ フ ァ
ー ジを
自分の 住処 とす る こ と により感染を拡大し､ 全身感染を発症する ことか ら､ サルモ ネラの病原性発現
制御機構を解明するために は､ サル モネラ とマク ロ フ ァ ー ジ との 相互作用 を究明する こ とが不可欠で
ある と考えた ｡ サ ル モ ネラがマ ク ロ フ ァ ー ジに会食される と､ ス トレス応答をは じめ とする新たなゲ
ノ ム活動が生 じ､ 細菌内の タ ンパ ク質産生に変化が生じる と予想で きる｡ 変化 したタンパク質が病原
因子 として機能する可能性を考え ､ ス トレスタンパク質が病原因子 として働く と推測 した｡ そ こで本
研究で はまずS. epte rl
'
c a s e r o v 紺野phim u riu m S R-11由来^/v3 3 06抹が マク ロ フ ァ - ジ内で特異的に
合成誘発する タンパク質 (M IP‥M a c r ophage-Indu c ed Pr otein) を プロ テオ
- ム解析で 同定 し､ マ ク
ロ フ ァ
- ジ食 食後に細菌の ス トレスタン/iク質が誘発 される こと を証明した o さ らに こ の事実に基づ
き､ 病原因子 と して の ス トレスタ ンパク質の 機能解析を通して サル モ ネラの 病原性発現機構の 解明に
取 り組ん だ｡
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M IP の検出と同定1章 サル モネラの M I_P 但乏旦圭を 二基
本論
第1章 サル モネラの MIP(Ma c r ophage･Indu c ed Pr otein) の プロテオ ー ム解析
は じめに
サル モネ ラの 全身感染発症の 主要戦略は ､ マク ロ フ ァ ー ジに会食された後 ､ そ の殺菌機構を回避 ､
細胞内環境に適応 して細胞内で増殖する こ とで ある｡ こ の ためサルモ ネラ の病原戦略を解明す る際 ､
マ ク ロ フ ァ ー ジ内で の サル モネラq)動態を究明する こ とは重要な知見が得られる と考えた o マク ロ フ
ァ
ー ジ によ る殺菌過程には様々 な因子が関与するが､ これらはサル モネラに と っ て過酷なス トレス と
なる と推測 でき ､ こ の 変化 に対応 しゲノム活動を変化 させて い る と考えられる ｡ 最 も大きな環境変化
はマ クロ フ ァ - ジ に会食された初期段階であり､ 本章で は s e r ova rTyphim u riu mx3306株 をマ ク ロ
フ ァ
ー ジ様細胞 J7 7 4.1 に感染させ感染 2 か ら3 時間で産生されるタ ンパク質につ い て検討 した o
弟1節 M】Pの 検出と同定
sero v a rTyphim u riu m x3306株 をマ クロ フ ァ
ー ジ様細胞J77 4･1 に感染させ ､ 感染 2か ら 3時間
で産生されるタ ンパク質の 検出を試み た｡ 宿主細胞内で合成されたサル モ ネラ の タンパ ク質を〔35S]-
メチオ ニ ン ､ シス テイ ンで ラ ベルする こ とにより検出 した｡ そ の 際､ マク ロ フ ァ
ー ジ細胞内 と細胞外
のサル モネラ の タ ンパ ク質合成を 区別するために ､ 感染30分後 に細胞外サル モネ ラを G m で 2時間
処理した後に ラ ベ ル を行 っ た o また感染 3 0分後にシクロ へ キシ ミ
'Tt
>
を作用 させ る ことによ り ､ マク
ロ フ ァ
ー ジ の タンパク質合成を阻害した ｡ シクロ へ キシミ ドは細菌のタ ンパ ク 質合成に直接影響しな
い こ とが報告されて い る 【A bshir e a nd Neidha rdt, 1 99 3;A bu Kw aiketal., 1 9 93】｡ こ の
一 連の 操作
により感染 2 か ら 3 時間におけるマク ロ フ ァ ー ジ内に存在するサル モネ ラが産生 したタ ンパク賃を
特異的に標識する こ とが可能で あっ た ｡ サンプル を二 次元ゲル電気泳動により展開し ､ D M E M で培
養 したサルモ ネ ラが産生したタ ンパク質と比較 した (Fig.1- 1)o そ の 結果 ､ I)M E M中で産生される
タ ンパ ク質 とマ ク ロ フ ァ ー ジ内で産生され るタンパク質で ､ 顕著な違い が見られた o こ の こ とか らマ
ク ロ フ ァ ー ジ 内でサル モネ ラは特 異的なゲノム活動が行われて おり ､ こ の こ とがマ クロ フ ァ
ー ジ内で
の適応 に関与 して い る可能性が示 唆された｡ マクロ フ ァ ヰ ジ内で顕著 に増加して い たタ ンパク質 28
種 を M a c r ophage-Indu c ed Pr otein即IP)と し､ これらを M S/M Sを用 い て解析 したo そ の 結果､ 23
種 の タンパ ク質に つ い て 同定する こ とがで きた｡ これらを Table 1- 1に示 した ｡
- 1 0-
M IP の検出と同定1章 サルモネラ0__担!2_旦乏旦王立二基
DM E M
PHIO
D ME M
A
%
a
A
a
J774A.1
pH4
D M E M
a
%
J774 A.1
PH I O
J774A .1
%
%%
A
%
DM E M
a
*
J774.1
pH4
Figure1 -1I MI Psindu c edin S･ e nterica s ero v arTyphim uriu mx330 6grow ng withinJ7 7 4･1 m a cr ophage c ells･ Ba cteria
c el[s weregro w nin D ME MorJ7 7 4･1 c ells･
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1章 サルモネラの yl_?P_g_ 地
Tab[e1-1.[de ntific atio n of MIPsby M S/M S(A BEQ STA R Puls ar I)
M IP の検出と同
spot pr otein Gene M w(k Da) pI
1 Dn aK(HSP 70)
2 Gr oE L(HSP 60)
3 trig ge rfa cto r
4 A T Psynthaseβs ubunit
5
6
9
1 0
1 2
1 3
1 5
1 6
1 7
18
1 9
2 0
21
2 2
2 4
2 5
2 6
27
28
spermidin e/putre s cin ebinding pe｢IPla s mic protein
GrpE(H S P 2 4)
putativ eperlP a s mic pr otein .
trehala s e(pe ripla s mic)
6,7-dim ethy]-8-ribity”u m a zin e syntha s e
P hoP
putativ ehe atsho ckprotein
GroE S
peptide m ethio nin e s ulfo xide redu cta s e
A T Psyntha s e s ub njt B
putativ epho sphata se
tra n s aldota s eA
cystein syntha s eA
glyc eroト3
-phosphate -binding perlP]a s mic pr otein
coppe r-zin c s upe ro xide dis m uta s e(Sod C)
glyc e r a[dehide s-3-pho spate dehydr oge n a se
m a nga n e s esupe ro xide dis m uta s e
m a nga n e s e s upe ro xide dism uta s e
PagCpre c urs o r
dn aK 6 9.19 4.83
groE L 57.25 4･8 5
t]
'
g 48.04 4.8 4
stpD 50.25 4･9 0
potD
grpE
S T M 12 49
treA
r/
'
b H
phoP
ST Y†β7了
groE S
m srA
∂申戸
S TM 35 95
taIA
cysK
ugpB
s od C
gapA
s odA
s odA
pagC
39.00 5.1 7
21.83 4.6 9
1 2.58 6.21
6 3.4 7 5.31
1 6.0 0 5.1 0
25.6 2 5.2 8
1 7.67 5.4 2
1 0.31 5.3 6
23.42 5.7 0
1 7.25 5.9 9
46.44 5.9 6
3 5.57 6.0 4
34.51 5.82
4 8.3 5 6.97
1 8.3 3 6.48
33.1 0 6.02
23.0 9 6.2 3
22.95 6.0 5
20.1 7 6.8 4
M IPにはス トレス タンパク質 (HSP)､ シャ ペ ロ ン , 活性酸素に抵抗す るタ ン/1
o
ク質 ､ 栄養素合成
酵素､ 代謝酵素 ､ トランス ポ ー タ ー 等が含まれる こ とが明らか となっ たo
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1童
弟2節 考察
ラの M IPのフ ロテオ ー ム
サルモネ ラの 病原性発現制御機構を解明す るため ､ サル モネラの 主要な病原戦略で ある マ ク ロ フ ァ
ー ジ殺菌機構 か らの 回避能 に着目したo サル モ ネラはマ ク ロ フ ァ ー ジ内で は特異なゲノム活動を行う
と予想 し､ マ ク ロ フ ァ ー ジに会食された後 のタ ンパ ク賃合成を検討 した (Fig. 1- 1)o そ の 結果､ 培地
中で生育 したサル モ ネラ の産生するタ ンパク質と比較 して マク ロ フ ァ ー ジ会食後に産生誘導 ある
■
い
は抑制されるタ ン/てク質が多数ある ことが明らか とな っ た o また産生誘導されるタ ンパ ク質 28種を
Ma c r ophage-Indu c ed Pr otein (M IP) と し､ これらタンパク質が マ ク ロ フ ァ
ー ジ内で の 生存 ･ 増殖を
担う と考 え､ M S 朋 S解析を行い 2 3種 を同定する こ とができた (Table 1- 1)o ス ポッ ト7､ 8, 1 1､
1 4､ 23の 5種 は微量であ っ たため ､同定で きなか っ た｡ そ の 結果, M IP は ストレスタ ンパク質(H SI
')､
シャ ペ ロ ン ､ 活性酸素に抵抗するタ ン/t
Q
ク賃 ､ 栄養素合成酵素､ 代謝酵素､ トラ ンス ポ ー タ ー な どで
あっ た｡
サルモ ネラ はマク ロ フ ァ ー ジ に会食される と, Salm on ella- c ontain ing v a c u ole (S C V) と呼ばれ
る フ ァ ゴソ - ム に内包 される o マク ロ フ ァ ー ジは会食を感知する とまず､ 過酸化水素やヒ ドロ キシ ラ
ジカル等の 活性酸素がフ ァ ゴソ - ム 内に 生成 し､ 内部のサル モネラ を攻撃する ｡ こ の 攻撃に対 しサル
モネ ラは､ s upe r o xide dis m uta se(S O D) などを用 い て 防御して い る ｡ M IP として同定 した SodC
は ､ サルモネ ラ特有のタ ン/t
Q
ク質で ペ リプラス ム に存在し､ 病原性発現に寄与する こ とが明らか に さ
れて い る 【Ca n vin etal., 19 9 6;De Gr o ote etal., 19 9 7;Fa r r a nt etal., 19 9 7】o SodC は M IPの中で
も顕著 に増加 したタン ^
o
ク質の ひ とつ で あり､ マ ク ロ フ ァ ー ジ によ る殺菌機構か らの 回避に重要セあ
る こ とが示唆 された｡
サルモ ネラの マ ク ロ フ ァ ー ジ増殖は S C Vの成熟を通常の メンプラ ントラフ イ ツ タか ら変化させ る
こ と により､ リソ ソ ー ム との融合阻害な どを介 して ､ S C V内で 生存 ･ 増殖する o サルモ ネラが増殖
する際には菌体外か ら栄養供給す る必要があるが ､ S C V内の栄養供給源は非常 に少ない ｡ そ こでサ
ル モネラは S C V内の 環境を感知 して ､ 通常 とは異なる栄養素合成酵素や代謝酵素を誘発する こ とに
より､ 自身の 増殖に必要な栄養を取り込んで い る と考えられ る｡
s c v内の Fe2･､ Mg2･､ M n2.等の 2 価カチオンの 濃度は病原性の 発現に影響を与える Q Nr a mpl
(n atllr alr e sista n c e- a s s o ciated m a c r opbage pr otein 1) は, サルモ ネラ感染 に対する マ ウス の 自然
抵抗性 に関与す る宿主タ ンパク質であるが､ 2価カチオ ンの 輸送シス テム と して機能 し､ S C V中の 2
価カチオ ンを枯渇させる こ とで ､ マ ウス にサルモネラ抵抗性 を付与 して い る と考えられてい る o サル
モネラは宿主の 2価 カチオンの輸送システム と括抗するタンパク質 を産生 し, S C V内0) 2価 カチオ
ン流出を防ぐ機能 を持 つ こ とが最近明らか にされた 【Z al1 ari ket al., 2 04】o PhoP は 2価カチオン
などの環境因子をシグナルと して活性化 される ､ P hoP/Q 2 成分制御系の レギ ュ レ ー タ ー で ある ｡
pho‡'は S C V成熟を行う SI'Ⅰ2 発現の 活性化や ､ 他の病原因子の 発現 を調節する ｡ P boI' は これ らの
発現調節 を介 して ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ内で の 生存調節に関わる ことが明らか にされて い る 【Gr ois
■
m a n
,
2 00 1】o 本実験で もマ クロ フ ァ - ジ内で顕著に増加 して い たこ とか ら､ 重要な働 きを担 っ て い る こ と
がわか る ｡ しか しながら ､,
P hoP/Q により制御される病原因子の 詳細な機能は明らか にされて い な い ｡
今回同定 した Pag･Cも P hoP/Qにより活性化されるタ ンパク質 【Fields et aI･, 19 8 6】 で あるが､ そ
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1章 サルモネラの MIPの ブロ テオ ー ム
の機能は解明されて い な い o PhoP/Q に より調節されるタンパク質の機能解明は S C V内で の 生存 ･
増殖を明らか にす るの に重要な知見 をもたらす と考えられる o
M IPの 中で 最も顕著 に増加 したの は ､ 予想通りス トレス タンパク質群で あっ た o Dn aK, Gr oE L､
Gr oE S は分子 シャ ペ ロ ンであり ､ ス トレス 条件下におい て増加 した異常タンパク質の 凝集阻害や修
復を行うo また生理的条件化 におい ても新生ポリペ プチ ド折りたたみの 介助や細胞分裂 【Bukqu a nd
walker, 1989】 な ど､ 多く の重要かつ基本的な機能を果たす o 我々 はサル モ ネラの Dn aK 欠損株 を
用い た実験か ら､I)n aK がサル モ ネラの 病原性発現に必須で ある こ とを明らか に して い る【Takaya et
al., 20 0 4]o Dn aK 欠損株は マ クロ フ ァ
ー ジ の 殺菌機構に抵抗で きず､ 細胞内で生存 ･ 増殖できなか
っ たo この こ とか らマ ク ロ フ ァ ー ジ内で 誘発 されたス トレス タンパ ク質がサルモネ ラの病原因子 とし
て機能する こ とが示唆され るo またサル モネ ラのみ ならず､ Yer sit7)
'
a e Bte r O C Ol)
'
t7
'
c a【Ya m a m oto etal･,
1 9 94】､ B m c ella abo ptu s【Rafie- Eolpinetal., 1996】 などの 細胞内寄生細菌もマ クロ フ ァ ー ジに会
食され るとス トレス タ ンパク質 を誘発する こ とが報告 されて い る ｡ これらの こ とか ら､ 細胞内寄生細
菌は ス トレス タンパク賃を共通 の病原因子 として用 い て い る と考 え るこ とが できる ｡
ス トレスタ ンパ ク質 には､ 分子 シャ ペ ロ ンの 他にプロテ ア ー ゼが含まれる o プロ テ ア ー ゼ産生量は
低い こ とから､ 本実験で は プロ テ ア ー ゼを 同定するこ とはで きなか っ たが ､ ス トレス タンパ ク質 の発
現は が 2レギュ ロ ンひ とつ で 制御されて い る 【Yu r a a nd Nakahiga shi, 199】 ため ､ マ クロ フ ァ ー ジ
内で は プロテ ア ー ゼも増加 してお り, 病原因子 と して機能 してい る ことが考えられる ｡ ス トレスタン
パク質の ひ と つ で ある HtrA は, ペリプラスム 内に存在するセリ ンプロテ ア ー ゼで ､ ペリプラスム 間
隙に輸送された異常なタ ンパク質 を除去する働きをもつ 【Str a u ch etal., 1989】o これまで に s e r o v a r
Tサphim uriu m の Lt2:A 挿入変異株はマ ク ロ フ ァ ー ジ内で 増殖できず､ 病原性が低下す る こ とが明ら
か に されて い る 【John s o n etal., 19 9 1】o また Yer sio l
'
a e nter o c oll
.
t7
'
c a【Ya m a m ot etal., 19 9 6】 や
B m c ella aboptu s【EIz e r etal., 1996】､ B m c ella m ell
'
te D SIs【P hillips etal., 1995】 にお い て もhiz:A
ホモ ロ グが病原性因子で ある こ とが証明されて い る｡ サル モネ ラは宿主の 食細胞内で長期間生存可能
で ある とい う ことか ら ､ 食細胞内におい てか なりの量 のタ ンパク賃がダメ ー ジ を受けて い る とい うこ
とが考えられ る oHtrA の機能か ら推察す る と病原細菌における プロテ ア ー ゼの 機能は､ 感染時 の種々
の ス トレス によ り蓄積され る変性タ ンパ ク質などの除去 へ の 関与が考えられ､ こ の こ とは病原性発現
に重要な役割 を果た して い ると推測される o またプロ テア - ゼの機能 として ､ 特異的なタンパ ク質分
解を行う こ とに より細胞の 恒常性維持を担 っ て い る こ とが明らか にされて い る o HtrA の 特異的な基
質は不明であるが ､ M IPの中にべ リブラス ム に存在するタンパク質が多数同定された こ とか ら､ HtlA
はこれ らの タ ンパ ク質量を調節する こ と により､ 病原性発現調節 を行 っ て い る可能性がある｡
一 方 E. c oll
'
にお いて 細胞質内タ ンパク質分解の 90%以上 は A TPa se 制御によりエネルギ ー 依存的
に行われて いる 【Gotte s m a n, 1 99 6】｡ これらを担うプロテ ア ー ゼの A T Pa s eドメイ ンは相同性の高
い ア ミ ノ酸配列お よび 二 次 ､ 三次構造 を有して い る こ とか ら､ A A A' (A_ T Pa s e旦S S O Ciated with
div er se ceuula r 旦Ctivitie s 由 ) フ ァ ミ リ ー に分類 さ れ 【Ne u wal det al., 19 99; Ogu r a a nd
W ilkin s o n
,
2001】, A A A←プロテ ア ー ゼ と呼ばれてい る ｡ A A A十プロ テ ア ー ゼ(Lon､ ClpX P､ HsⅣロ､
FtsH)もす べ てス トレス.9ン
バ ク質で ある o そ こで次章では ス トレス により誘発される A A かプロ テ
ア ー ゼがサルモ ネラの 病原性発現 に関わる可能性を考え､ A A A'プロ テア - ゼによ る病原性発現制御
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機構に つ いて 詳細 に検討する o
今回 S CV の成熟 に関わ る S PI2 関連の タンパ ク質は 同定で きなか っ たo S PI2タ ンパク質の 多くは
マク ロ フ ァ ー ジ細胞質で機能して お り､ 今回用 いた菌体タ ンパク質の 調製方法では検出できなか っ た
と考えられる ｡ またS PI2 タ ン^
G
ク質の 発現量が少なか っ たため ､ 検出で きなか っ た可能性もある o
本実験結果で 同定 された全て の タ ンパ ク質はサル モネ ラの マ ク ロ フ ァ ー ジ殺菌機構か らの 回避 に
関わる こ とが予想 され ､ これらは病原性発現 に関与して い る と考えられる ｡ また発現誘導 され るタン
パク質の 他に ､ 産生抑制される タンパ ク質も見られたo なぜ これ らのタ ン^
G
ク質が抑制される のかが
明らか にできれ ば､ サル モネラの 病原性発現制御の全貌解明につ ながると考え られる ｡
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2章 A A A
＋プロテア ー ゼの としての役者
第2章 AÅA
十プロ テ ア ー ゼの 病原因子としての役割
はじめに
A A A･ (A
_
T Pas e旦S S O Ciated with div e r s e c ellula r旦Ctivitie s 由 ) フ ァ ミリ ー タンパク要は, 細菌
か らヒ トに至る まで普遍的に存在 し､ エネルギ ー 依存的タンパク質分解､ 膜融合 ､ オル ガネラの 形歳 ･
維持な ど多様な細胞機能に関与する 【Ogu r a a nd W ilkin s o n, 2 001】｡ 細胞内の 異常タ ンパ ク質 の除
去 と制御因子の 調節にかかわるタ ンパク質分解の ほ とん どは細菌では 4種の A A A＋プロ テ ア ー ゼ ､ 真
核細胞で は 26Sプロテ ア ソ ー ム により行われて い る 【Gottesm a n, 2 00 3】｡ これらは A T Pa s eドメイ
ンとプロ テ ア ー ゼ ドメイ ンか ら構硬されて い る o E. c oll
'
で 同定さ れた 4種の A A A'プロテ ア ー ゼの う
ち CIpA P ⅨP と HsltJV(CIpYQ)は A TPa s eドメイ ン とプロテ ア
ー ゼドメイ ンが別の タ ンパ ク質で棉
成されて い る o 他 の 2 種､ Lon と FtsH では 一 つ のポリペ プチ ド内に A T Pa seキプロ テ ア - ゼ活性部
位が存在する o E. c oll
'
では FtsH の みが必須で あるが ､ グラム陽性菌で は Lo n や CIpX Pが必須であ
り ､ 菌に よ っ て 主要な基質分解の 制御が異な る ことが明らか にされて い る ｡
4種の プロ テア ー ゼ活性に共通する特徴は以下の 4 つで あるo(i)タ ンパク質の 分解は A TP加水分
解を必要 とする o (ii)プロ テ ア - ゼ活性 とATPa se活性部位が別 に存在して い るが ､ 基質の特異性は
A TPa s eドメイ ンに依存 して い る o(in)m ultisubu nit複合体で構成され るプロ テ ア ー ゼ活性部位 に基
質が移行す るために A T Pa s eドメイ ンが通用口 となる(s elf- c o mpa rtm e ntalizingpr o七e a s e s)【Lupa s
et al., 1 9 9 7】o (iv)タンパク質は約 10 - 1 5ア ミノ酸で構成 される短 ペ プチ ドに分解される o うまり
A AA･プロ テ ア ー ゼ によ るタンパ ク質分解は ､ A T Pa s eドメイ ンに基質が結合す る ことによ っ て反応
が開始 され､ A T P加水分解により基質をア ンフ ォ ー ル ドす る こ とにより A T Pa s eドメイ ンか らプロ
テ ア ー ゼ活性 ドメイ ンに続く穴をく ぐらせて基質を移行 して行うここの ように A T Pa s eドメイ ンによ
る基質の 認識 とプ ロテ ア ー ゼ活性 を別 々 に行うこ とによ り ､ 細胞質に存在する様々な タ ンパク質を非
特異的 に分解す る ことを 防いで い る と考えられて い る ｡
以上の ように各 A A A＋プロ テア ー ゼは A TPa s eによ っ て基質を特異的に選択 して お り､ それぞれが
関与す る細胞維持 の役割 は大きく異なる o しかしながら現在 まで に同定されて い る各 A TPa s eが認識
する基質の共通性は低く ､ 各プロ テ ア ー ゼがどの ように して基質を認識 し､ 制御して い るか につ いて
はい まだ解明 されて い ない o そ こ で本研究ではj W ･プロ テア ー ゼによるサルモ ネラの 病原性発現制
御機構を解明する と ともに A A A･プロ テ ア ー ゼによる 生理的基質タンパク質の認識 ･ 分解の 作動原理
の 解明を目指したo 本章で は ､ se rov ar T>phim u riu m x3306株の 各 A A かプロ テ ア
ー ゼ遺伝子 を破
壊 した株 を構築 し､ 各欠損株の 病原性を調 べ たo サル モネラと E. c oll
'
は類縁菌種で ある ことか ら､
サルモ ネラでも FtsH は必須である と考え､ FtsH につ いて の検討は行わなか っ た｡
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と しての役専2章 A A A
＋プロ テア ー ゼの ) M
＋
プロ テア ー ゼ
第1節 A A A
＋プロ テア ー ゼ欠損株の マ ウス に対する病原性
兼1項 各 A AA
＋プロテア ー ゼ遺伝子破壊株の構築
CIpX P欠損株､ CIpA 欠損株の分離
clp プロ テ ア
ー ゼ は多く の 原核生物や真核生物の ミ ドコ ンドリアやク ロ ロ プラス トで 保存 されて
い る▲【Wickn e r a nd Ma u rizi, 1 9 99】o E. c ol)
'
で報告されて い る CIp プロ テ ア ー ゼは ､ プロ テ ア
ー ゼ活
性部位 を持つ CIpP と A T Pa s eドメイ ンを有する CIpA ない しは CIpX で構成されて い る oCIpP をま細
菌細胞 内にお い て2 つ の 7量体リ ング, CIpAない しは CIpX は6量体リ ングで構成されて い る【Ke s set
et al.
,
1 99 5】o CIpP単独ではプロ テア
ー ゼ活性を示さず短い ペ プチ ドを分解する ペ プチダ ー ゼ活性
のみ を示 し, CIpA または CIpX と複合体を形成 して初めて プロ テ ア ー ゼ活性を示す o また CIpA お
よび ClpX は単独で は シャ ペ ロ ンとして の 機能 を有 しており ､ 基質 をア ンフ ォ ー ル ドする こ とが報告
されて い る 【Ho sk ins etal., 2 0 0 0;Singhetal., 2 00 0】o CIpA お よび CIpX は基質特異性を決定 して
お り､ E.c oll
'
における CIpA Pの基質は細胞死 に関与する M a zE 【Gotte s m an et all, 1998】 などが､
clpX Pの 基質は転写因子 の GS 【Schw ede r et al., 1 9 96】 や D N Aポリメ ラ
- ゼ Ⅴ の構成タ ンパク質
um uD
'
【Go n z ale z etal., 2 0 0】､ 九フ ァ ー ジ D N A複製の 開始因子九0 タ ンパ ク質【Wojtko wiak etal･,
1993】 な どが ある . CIpP の 病原性 ヘ の 関与 に つ い て は グ ラム 陽性細胞内寄 生菌で ある Ll
'
ste rl
-
a
m o B O CJ,tOgen eS【Gaillot etal., 2 0 00】で報告 されて いる o サルモ ネラ における CIpA Pおよび CIpX P
プロ テ ア ー ゼの 役割 を検討するため ､ 以下の 方法で CIpX P欠損株および CIpA 欠損株 を構築 した.
まず s e r ov a rT>phim uriu m x33 0 6株の clpP- clpX領域の 塩基配列 を決定す る目的で ､ pC LP Ol の
E. c ol}
･
clpP遺伝子 を含む D N Aフ ラグメ ン トを用 いて ハイ プリダイ ズさせ ､ 染色体I) N A から
■
16kb
Ba mH Iフ ラグメ ン トをク ロ ー ニ ングした Q こ の フ ラグメ ントの 塩基配列を決定するため､ サブク ロ
- ニ ングを行い ､ オリゴヌ ク レオチ ドを合成 し ､ 最終的に 3 54 0bp の塩基配列を決定 した(Fig.2- 1)a
決定 した3 5 4 0bp の 塩基配列には4 つ の αヂが存在 した .4 つ のo# のうち clpP と予想される の は DrB
であり ､ 6 3 4nt､ 207 ア ミノ酸 を コ - ドして い た. clpPの 2 5 4bp 下流 に存在する oEB は､ 12 72n七､
423 アミ ノ酸残基 をコ - ドしており､ E. c all
.
CIpX と9 7.6%相 同性があ っ た こ とか ら､ clpX と考え ら
れたo clpP とclpX 間の額域に clpX の プロ モ
ー タ ー は見 られたか っ た ことか ら､ clpP とclpX tま1
つ の オペ ロ ンを構 成して い る と考えられ る ｡ またp- 非依存型の 転写終止点 とな りうる ste m-1o op が
clpX の下流 に存在 したo o z:(atま6 2 0ntで あり ､.206 ア ミノ酸残基を コ
ー ドして いた ｡ こ のア ミ ノ酸
配列は E. c oll
'
Lo nの N末 と相同性が高か っ たこ とから 血コ遺伝子 を考えられる oまた D FA はE. c o17
'
dg
と相同性が高か っ た こ とか ら､ dg遺伝子 【Guthrie a nd W ickn e r, 1 99 0】 である と考えられ るo
FspI
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o
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Figure2-1･ G enomic orga niz atio n a ndrestHctio n site ofthe S･ e nterica s ero va rTyphim uHum x33 0 6c/pP c/pX Io cu st
T he horiz o ntaL arro w sindicate the dire ctio n oftra n s criptio n･ The pro m otersPl and P2 w erededu c ed fro mthe
s equ enc e s. Patentjalste m-一o op stru ctures n u mbered 1a nd 2areindic ated(Circ一e s)I
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と しての役者2童 A AA
＋
プロ テア ー ゼの AAA
'
プロテ ア ー ゼ
ク ロ ー ニ ングした clpP- clpX 領域を 用いて 挿入変異株の 分離を行 っ た ｡ clpP を含む 3540bpD N A
フ ラグメ ン トを PstTで消化 し, FspI- PstT 断片 1311bp を pT W229 に組み 込み (pT K Y320)､ さら
に 682bp と 8 0 2bp にある Ec oR V で消化し pN K2 88 4由来の C m 耐性遺伝子を組み入 れ pT K Y3 2 3
を作成 した o pT E Y 32 3を M ILI と Hit7dIII で消化 した断片 を suicide v e cto rpT K Y22 9に組み込み ､
pT E Y349を作成 したo この プラス ミ ドを接合伝達により s e r ov a rTyphim uriu m
･
/.33 0 6株 に導 入 し ､
cm 耐性かつ Ap 耐性である株を得たo よ っ て得られた株は ､ clpP間の 二 重相同組み換 えにより､ clpP
間に Cm 遺伝子が組み込 まれた と考えられる o clpP挿入変異株で ある ことを確認するた め､ DN Aシ
ー ク エ ンス およ びサザ ンハ イ プリダイ ゼ - シ ョ ンにより挿入を確認 した(Fig.2- 2)o 前述 したように
clpPiま下流 にある clpX と1 つ のオペ ロ ンを構成 して い る o そ の ため clpPの 挿入変異では clpX の 発
現に影響 を与 えて い る こ とが考えうれる o そ こで抗 E. c oll
'
CIpX抗体 を用 いたイ ムノブロ ッ テ イ ング
により CIpX の 存在 を調 べ た とこ ろ , 変異株で は CIpX は検出されなか っ た(Fig･2-3(A))o また - 1pX
下流に存在す る 血 】の 産生には影響して い なか っ た(Fig.2-3(B) o こ の結果から ､ 得られた株は pola r
m utatio n に よ り ClpP と ClpX の 双方が欠失した株で ある こ とが明らか とな っ た｡
Figure2-2 ･ So uternblota n alysts ShowlnglnSertio n alin activ atio n ofc/pPin a m uta ntof
S. e nte rjc a se rov arTyphim uirum x3 3 06･ The c/pP or clpX reg10 n W a s a mplified by
P C R, u sing gen o mic D N Aprepared fro m strain sx3 30 6(W T;la n e s a a nd c) and
C S2 0 0 7(clpP:=Cm;la n esb a nd d) a ste mplate s a nd tw o s ets of oligo n u c[e otide 3 963
prim ers, S529
-Al ll O(a a nd b)a nd S 6 6- A 2 8 2 8(c and d)･ T he n u cle otide sequ en c es2763
ofthes eprom ers are sho w nin Maten
L
als a nd MethodsI The P CR produ cts w ere 1 782
separated o n al % a9arO S egel by electrophoresi and s ubjected to So u仙 ern
hybHdiz atio n u slngthe D N A fragm e nts betwe e nnt 52 9a nd1110, c o v e rl ngthe e ntire 582
clpP ope n re adingfra m e a s aprobed Siz es are sho w nin ntu
(A) w T A CIpX P
軸 物 邸宅ち 池.､
(a)
ー CIpX
Lo n
Figure2-3. (A)hll mun Ob(ot a n alysis of proteinsfro m S･ e nterica
s erovar Ty phim uriu m strain s
^
L3306(W T)a nd CS20 0 7(ACJpX P)山th
a n a ntis eru m again stE. c o/i CIpX.(B)[m m u n oblta n alysis ofproteins
from strain sx3306(WT), C S200 7(△CIpXP). a nd C S2 0 2 2(ALon)with
a n a ntis eru m again st E. c o/I
'
Lo n.
clpA 欠損株を構築す るため､ se r o v a rT>phim tlriu m LT2 のゲノム配列 を基に clpA 遺伝子を含む
2 8 78bp をプ ライ マ
ー clpA Fと clpA Rを用 い て s e r ov a rT>bhim u riu m x3306 の染色体I) N A から
p c R によ っ て 増幅し､ pT7Blu e-2 にク ロ ー ニ ングしたo そ の プラスミ ドpT K y514を Ec oR V で消化
し, pU C4k 由来 の K m 耐性遺伝子を組み入れ ､ pT K Y589 を作成したo pT K Y589を M 7uI と SaE
- 18-
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プロテ ア ー ゼの
で 消化した断片を pT K Y2 2 9に組み込み , pT E Y5 90を作成 したo こ の プラス ミ ドを接合伝達 により
se r o v a rTy phim uriu m x3306株に導入し､ K m 耐性か つ Ap 耐性である株 を得た o 得られた株が
clpA::K m 挿入変異株で ある こ と をP C Rおよび抗 E. c oll
'
CIpA 抗体 を用い たイム ノブロ ッ テ イ ングに
よ り確認 した(Fig.2- 4)o
W T ActpA
ー CIpA
Figure2-4･ Im m u n oblot a n alysts Of protein sfro m S･ e nterica s ero v ar
Typhim uriu m strain s
･
L3306(W T) a nd C S2 4 0 6(△CIpA) wAth a n a ntis eru m
again stE.c o/iCIpA.
HslV V欠損株の 構築
HsⅣtTの A T Pa s eサブ ユ ニ ッ トで ある HsIUは CIpX と類似 しており ､ プロ テア
- ゼ活性部位 を
もつ HsⅣ と複合体 を形成 して 働く 【Ke s s el et al., 19 9 6】｡ E. c all
.
にお ける HsⅣU 単独 の働きは小
さく ､ 他 の プロ テ ア ー ゼ の補助的な役割を担う｡
se r o v a rT>phim uriu m L T2 のゲノ ム配列を基にAElア遺伝子5 3 1bp をプライ マ
ー hsI V F とAsI V R
を用 いて s e r o v a rTyphim u riu m x3 3 06 の染色体 D N Aか ら P C R によっ て増幅 し､ pT7Blu e-2 にク
ロ ー ニ ング したo そ の プラス ミ ド pTK Y511 を Ec oT2 2Ⅰ で消化 し､ K m 耐性遺伝子を組 み入 れ
pT K Y5 18を作成 した o pT K Y5 1 8をEc oRI と SBR で消化 した断片 をpT K Y2 29 に組み込み ､ pT K Y5 1 9
を作成 したo こ の プラス ミ ドを接合伝達 により s e r o v a rT>phim u riu mx3 3 06株に導入 し, K m 敵性
か つ Ap 耐性で ある株 を得た . 得られた株が hsIVf:K m 挿入変異株である こ とを P C R により確認 し
た(data n ot sho w n)｡ LsI Vは下流に存在する Lsltrとひ とつ の オペ ロ ンを構成する こ とから､ 得られ
た挿入株は pola r m utatio n によ り LsI Uの 発現 に影響がある と考 えられる o
h n 欠損株の分離
Lo nは E. c oll
'
で最初に 同定された A T P依存型プロ テ ア ー ゼであり ､ A T P依存的タンパ ク質分解の
5 0 %以上 を担 っ て い る 【C hu ng a nd Goldberg, 19 8 1;Goffetal., 19 8 4】o Lo n は6 量体を構成して活
性を示す 【G dtte s m a n, 2 0 03】o ひ とつ の ポリペ プチ ド内に A T Pa s eドメイ ンとプロテ ア - ゼ活性部
位を有するが ､ 基質の ア ンフ ォ ー ルディ ング, それに続くプロ テア ー ゼ活性部位 ヘ の移行様式は Clp
と同様で ある と考えられて い る 【Van M elder e n a nd Gotte s m a n, 19 9 9】o E. c oh
'
における Lo n の基
質 は､ 英膜合成に 関わる遺伝子群 の 転写制御因子で ある Rc sA 【To r r e s- Caba ss a a ndJGotte s m a n,
198 7;
'
Gotte s m a n etal., 1993】､ SOS応答の 際転写誘導され ､ 細胞分裂を阻害する Su 仏 【M iz usa wa
a nd Gotte s m a n, 19 8 3】 な どが知られて い る o また s e r o v arTウphim u riu m におい て はS O S応答と
異常タ ンパ ク質の 分解に関与する こ とが報告されて い る 【Do w n s etal., 1986】o
lo n挿入変異株 の分離を行うため に "1pP- clpX嶺域をク ロ ー ニ ングした際に得られた 1oD の
■
N 末
塩基配列 を基にプライ マ - を作成したo この プライ マ ー を用 いて s e r ov a rTiphim uriu mx3306の 染
色体 D N A で PCR を行し)､ 約 4 70bp の D N Aフ ラグメ ントをク ロ
- ニ ング(pT E Y50 1)､ 塩基配列を
決定 した｡ その 結果､ 目的の 塩基配列 と 10 0%相同性を持 っ た D N A である こ とを確認 した ｡ この こ
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とから得 られたクロ ー ンは 1on の N 末の D N A である と判断し､ こ の クロ
ー ンを用 い て 1oD 挿入変異
株の 分離を行 っ た｡ pT E Y5 0 1を BssH II で消化 し Cm 耐性遺伝子 を組み 入れ ､ pT K Y50 3を作成 し
た｡ pT E Y 503 を PstT と HizldIII で消化 した断片を pTK Y22 9に組み込み ､ pT E Y5 1 3を作成 したo
この プラス ミ ドを接合伝達 により s er o v a rTyphim u riu m yv3 30 6株に導入 し､ Cm 耐性か つLAp耐性
である株を得たo 得られた株が 血コ::Cm 挿入変異抹で ある こ とを P C Rおよび抗 E. c ol1
'
Lo n 抗体を用
い たイム ノブ ロ ッ テ イ ングを行 い確認 した(Fig.2- 3(B))a
第2項 混合感染
サル モネ ラは経 口か ら感染した後 ､ 牌臓 ､ 肝臓などの 全身の組織に移行 し, 臓器内で増殖する こ と
により全身感染 を発症させ る ｡ そ の ため病原性の 評価 として ､ 感染数日後の マ ウス臓器内に存在する
生菌数を指標 とす る ことができる . そ こ でx33 0 6株と病原性は 同等で あるが耐性 マ
ー カ ー が異なる
x3 4 56株 と各欠損株 を5×1 08C F Uずつ 同 一 の マ ウス に経 口 に混合感染させ ､ 感染数日後 の臓器内生
菌数を測定 し ､ 病原性を比較した (Fig.2- 5)0 HsIV U欠損株､ CIpA 欠損株をx345 6株と混合感染さ
せたマ ウスは感染 6､ 5 日後に全身感染症状 を示 し､ 牌臓内の 生菌数を測定 した とこ ろ ､ x34 5 6株 ､
各欠損抹 とも同程度の 菌が存在 した (Fig.2- 5(C)(D))｡ この こ とか ら CIpA P､ HsIVtJプロ テ ア
ー ゼ
はサル モネラの病原性発現 には必須でな い こ とが明らか とな っ た o
一 方､ Lo n 欠損株､ CIpX P欠損
株をx3 4 5 6株 と混合感染 した マ ウス は, 感染 8､ 5 日後に全身感染症状を示 したo この ときの 牌臓 内
の 生菌 をx3 4 56 株 と比較 した結果 ､ 両欠損株 とも 1/10 0 以下 で あり ､ 病原性は低下 して い た
(Fig.2- 5(A)(B))｡ こ の こ とか らサル モネラの 全身感染発症 には Lo n､ CIpX Pプロ テア
ー ゼが重要で
ある と考える こ とがで きる ｡
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Figur e2-5･ Numbers of viable ba cteriain the sple en s of
BA LB/c mice after mixin o cu[atio n withwi一d-type strain and
A A A
'
prote as egen e sdisruptio n drain s of S･ e nterica
s erov arTy phim uriu m. Agro up offiv e mic e w as cha=enged
orally with5 x 1 0
8C F Uofstrain sx345 6(WT)and CS 2 00 7
(ACIpXP)(B), C S 20 2 2(ALon)(A), CS2043(AHsIVU)(C)
orC S240 6(ACIpA) (D), and the numbers of ba cten
'
a
r e c o v e r ed fro mthe spleen s weredeter min ed o n e a ch
days after oralin oc ulatio n･ The errorba rsindic ate the
sta nda rd deviation ofthe min e s ofthes e c o u nts. Statistic a)
a n alystsWa sPerfo m l edby usLng a Paired Stude nt
'
st-te st:
*P<0 .0 5.
2 0
と しての役専2章 Å ㌦ プロテ ア ー ゼの A A A
'
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第3項 LD50
Lo n と CIpX Pがサルモネ ラの 病原性発現に必須な役割を果たす可能性 を検討するため ､ Lo n 欠損
株 と CIpX P欠損株 の経 口および腹腔感染による LI)50を求めた(Table2- 1)o経 口感染におい てx3306
株の LI)50は 3×105C F U であっ たの に対 して , Lo n欠損株お よび CIpXP 欠損株は 5× 108CF U以上
で あり ､ 100 倍高 い LI)50を示 したo また腹腔感染で は ､ x33 0 6株の L D50は 5 0C F U以下であ っ た
の に対 して ､ Lo n 欠損株､ CIpX P欠損株 ともに約 106C F U であっ た o こ の こ とから Lo n､ CIpX Pプ
ロテ ア ー ゼはサルモネ ラの 病原因子で ある ことが明らか とな っ たo
Table2-1 . Mo us eLD50Sfo r wi]d ty pe a nd Lo n- orCIpX P-depleted m uta nts
a
Strai∩
L D50(C F U)
o ra[ ri.p.
x3 30 6 3･0×1 0
5
< 5 0
△Lo n > 5.0×10
8
2.4×10
6
A C)pX P > 5･OXI O
8
810XI O
5
a Deter minationforB A LB/c mic ebythe m ethods of Re ed a nd Mu e n ch 【Re ed a nd Mu ench,1938】
第2節 Lo n プロ テア ー ゼ による病原性発現制御機構
E. c oliにおい て細胞質における A T P依存型プロ テオリ シス の 5 0%以上は Lo n プロ テ ア
ー ゼが関与
して お り ､ 細胞内恒常性維持 に非常 に重要で ある ことが示唆されて い る ｡ 第1節で Lo n と ClpX Pが
サル モ ネラの 病原因子である こ とが明らかとな っ たが , 細胞内にお ける Lo n の 重要性 に着目 し､ 病
原性発現制御 にお ける Lon の 機能 につ いて 詳細な検討を行 っ た｡
第1項 サ ルモネラ感染によるマ ウスの病態
Lon 欠損株 の病原性低下 と 血 遺伝子破壊 の 因果関係を確か めるため､ x3 3 06株の 染色体 か らプロ
モ ー タ ー を含む 1o D 遺伝子を 1o w-c op y pla s midpM Wl19にク ロ ー ニ ングし､ 構築 したプラス ミ ド
pT K Y 530 を導入 した Lo n相補株の 病原性を検討 した (Fig･2- 6)o 経口および皮下感染 させたマ ウス
の 牌臓 にお ける 生菌数を測定 した o そ の結果､ Lo n欠損抹は経口 お よび皮下感染とも病原性が低下し
て い たが ､ 相補株は Lo n.株 と同程度検 出さ れ 病原性は回復して いた｡ この こ とか ら Lo n 欠損株の
病原性低下は kn 遺伝子被壊 によりもたらされた結果であり, Lo nが病原性発現 に必須で ある と結論
する こ とがで きた｡
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Figure2-6･ E庁e ctofsup pres sion of Iondisruptio n o n c olo niz atio n of
the sp一ee nsin micebyprovidingafu n ctio n alIonintra n s･ A gro upof
fiv e mic e w a s cha=enged ora”y(oral)or s ubcuta n e o u s)y(SIC･)with
s. e nterjc a s erovar Typhim uriu m strain C S 23 4 7(x3 306/p
'
),
c s2 23 9(△Lo n/p
十
), o r c s 20 9 9(△Lo n/pb巾 on day 4 a鮎r
s ubc utan eo u sinoc ulatio n with 2 x 10
5
of orga nis m s or o nday6
a触r oral in o c uLatio n with 5× 1 0
8
o rga nis m s, the nu mbersof
bacteria rec ov eredf o m sple e n s w eredetermin ed. T he errorbars
十
indicatethe sta ndarddeviatio n ofthe m e a ns ofthes e n u mbers . p ,
pMWl19; plo n
'
, pTK Y53 0
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腹腔およ び皮下感染は小 腸からの 侵 入過程を経ず菌が臓器 に移 行し､ 全身感染 を発症する ｡ Lo n
欠損株は経 口 および腹腔感染い ずれ にお い ても病原性が低下 した こ とか ら ､ Lo n 欠損株は マ ウス の 臓
器において 菌が定着できなくな っ た可能性が考えらゎた｡ こ の可能性 を明らか にするために ､ 経 口感
染 したマ ウス の牌臓およびバイ エ ル板の 菌数を経日的に検討 した (Fig.2- 7)o サルモネ ラは経 口感染
し､ 小腸上皮細胞か ら侵入 した後 ､ バイ エ ル 板の マク ロ フ ァ
ー ジ に会食され､ ここで増殖す る ｡ こ の
こ とか らバ イ エ ル板で の 菌数は感染初期における病原性 の指標 とす る こ とがで きる ｡ 肺臓の 菌数は
叉3306株では感染3 日後で は約 1 04C F U であ っ たの が 6 日後には 1 07C F Uまで著 しく増加 して い た
の に対 し､ Lo n 欠損株綾南 日 とも 1 02C F U程度であり､ 菌数の増加 はみ られなか っ た o またバイ エ
ル板の 菌数もⅩ330 6株では感染 3 日後で は 104C F Uから 6 日後 には 106CF Uまで増加 して い たが ,
Lo n 欠損株で は顕著な変化時み られなか っ た｡ こ の 結果か ら､ Lo n 欠損株は全身感染発症の みなら
ず､ 感染初期の 病態形成能 も低下 して い る こ とが示 唆された｡
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Figure2
-7･ Nu mbers ofviable bacteriainthetis su e s of BA L B/c mice
a洗erinfectio n with wild-type strain andIon disruptio n str ain of S･
e nterI
'
c a s e r o v a rTyphim uriu m. A gro up of 伽e mic e w a s cha[Ienged
orauy with5 × 1 0
8
CFU ofstrains叉3 3 0 6(W T)orCS 2 0 2 2(ALon), a nd
the n u mbers of bacteria rec o v ered f o mthe Peyer
'
s patches and
splee n s w eredetermined o ndays3 and 6a洗er administratio n･ The
error barsindicate the sta ndard deviatio n ofthe min e s ofthes e
c o unts.
また野生株感染 マ ウス は感染 6 日後 を過ぎる と全例紫死 したの に対 して ､ Lon 欠損株感染 マ ウス
はそれ以降も全例生存して いた ｡ Lo n 欠損株感染後 8 週目まで の各臓器 における生菌数の 推移 につ
い て検討 した (Fig.2- 8)o そ の 結果､ 感染 8 過た っ ても Lo n 欠損株は どの 臓器 にお いて も完全に排
菌されなか っ たo 以上の 結果より ､ Lo n 欠損株は AL330 6株 と比較した臓器内で の 増殖能は低下する
もの の ､ マ ウス 体内で持続感染する こ とが明らか となっ た ｡
108
′ ■ ■■l
⊂
$1 05
-
A
q)
ー
⊃
BI O4
ヽ
■■
l ′
･≡
葛103
t可
J1
4)
召 102
I
1 01
1 2 3 4 8 1 2 3 4 8 1 2 34 8
w e eks afte rin o cu一atio n
- 22-
Figure 218. Persiste n c e of S. e nterJ
'
c a s e r o v a r
Typhim uriu mIo ndisruptio n m utant in the orga n s
of B A LB/c mic efolto wl ng Oral administration･ A
gro up of fiv e mic e w a s o rally[n o culated with 5×
108 C FUof strain CS2 022(ALo n). On e a ch
indic ated w e ek after administratio n, the n u mbers
of ba cteria re co v ered fro m the sple ens,
m e s e nteric Iymph nodes(M LN), a nd Peyer
'
s
patche s of mice w ered termin ed ･ T he errorbars
indic atethe sta ndard de viatio nthe m e ans ofthe se
n u mbers.
と しての投書2董 AJ u
＋
プロ テア ー ゼの Lon による病原性発現劃呈
黄2項 上皮細胞侵入能の検討
Lo n 欠損株感染 におい てバイ エ ル板で の 生菌数もⅩ3 3 0 6抹よ り も減少して い た こ とか ら､ Lo n 欠
損株は小腸 上皮細胞か らの 侵入能が低下 して い る可能性が考え られた o こ の 可能性を検討す る目的で ､
実験の 部方法の 項 -26)に示した方法 により上皮細胞intestin e-4 0 7へ の侵入能 につ い て比較検討を行
っ た (Fig.2- 9)o
各菌体 を m oilO で細胞に加え 2 時間後 に培地を取り除き､ 細胞 に付着 した菌数を測定した｡ はじ
めに加えた菌数を 10 0% とする と､ 細胞に付着 した各菌体はx3 3 0 6株で 72% , Lo n 欠損株 では ほ ぼ
100%で あり, 細胞 へ の
■付着率に違 い はみ られなか っ た o また Gm 処理 により細胞外に付着した 生菌
を殺菌し､ 細胞内の 菌数を比較したとこ ろx3306株で 4.5% ､ IJO n 欠損株で 4 5.8% と､ Lo n 欠損株の
侵入率は約 10倍増加して いキ(Fig.2- 9(A))o こ の こ とよ り Lo n 欠損株の バイ エル板で の 生菌数低下
は小腸上皮細胞侵入能が低下したため でない こ とが明らか になっ た ｡
Lo n が小腸上皮細胞侵入能 の制御 に関わる可能性 を調 べ るため ､ Lo n 相補株の 侵入能 を検討 した
(Fig.2-9(B))o 付着率はベクタ ー の み導入 した Lon
十株およ びLo n 欠損株 と Lo n相補株でほ ぼ同程
度で あっ た｡Lo n欠損株の 高 い侵入率は Lo nをプラス ミ ドで供給する こ とに より完全に相補 された｡
また ､ Lo n相補株の 侵入率は Lo n＋株 の 1/1 02 に減少 して い たが ､ これは Lo n相補株内に存在する Lo n
タ ンパク質が野生株 の 1.5倍で あ っ た こ とか ら､ Lon の 影響が野生株 を上回っ たと考える こ とができ
る ｡ これ は Lo n を プラス ミ ドで相補 して い るためである と考え られ る｡ 以上の 結果よ り ､ Lo n が上
皮細胞侵 入能 を抑制する 因子で ある こ とが示唆された ｡
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Figure2-9 . E庁ectof/on disruptio n o nthe
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十
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弟3項 マ ク ロ フ ァ ー ジ内増殖能の検討
マ クロ フ ァ ー ジ様細胞R A W264.7 における増殖能
サル モ ネラはバ イ エル板を含む各臓器 にお いて マ クロ フ ァ ー ジ 内で生存 ･ 増殖する こ とにより病原
性を発揮す る o Lo n欠損株感染 におい て バイ エル板, 牌臓の 経目的な生菌数が変動しなか っ たこ とか
ら､ Lo n欠損株の マク ロ フ ァ ー ジ内で の 増殖能が低下 して い る可能性が考えち れたo こ の 可能性を確
かめるた め､ 実験の 部方法の項 -28) に示した
マク ロ フ ァ ー ジ様細胞 R A W264.7 に各菌体を m oil になるよう に加え､ 食食､ 感染させた後､ 0､
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プロテア ー ゼの Lo nによる
2､ 2 4､ 48時間後の 生菌数を測定 した (Fig.2-1 0)o そ の 結果､ 感染初期の 2 時間にお い て ･/v3306抹 ,
Lon 欠損株ともに急激 に生菌数が減少 した｡ こ の結果はサル モネラがマク ロ フ ァ ー ジ と相互作用する
初期段階におい て殺菌されやす い こ とを示してい る｡ さらに 2 時間後の Lo n 欠損株の 菌数はⅩ3306
株の 1/10で あ っ た こ とから､ Lo n 欠損株は感染初期における マク ロ フ ァ ー ジか らの 回避能 が低下 し
て い る と考えられる . また急激な減少を起 こ した後 ､ ･L3 30 6株は 2 から4 8時間に 削 )て細胞内で増
殖 した o 一 方 ､ Lo n 欠損株の 生菌数は著 しく減少 し､ Lon 欠損株は細胞内生存および増殖能が低下
して い る ことが明 らか とな っ た ｡ 以上 の 結果は､ Lon はサル モ ネラの マク ロ フ ァ
ー ジにおける 生存 ･
増殖に必要で ある こ とを示唆 して い る｡
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Figure2-10･ Fate of S･ e nterica s erovar Typhim urium virule ntstrain and
the Io ndisruptio n m uta nt within m a crophages ce=s a溌erphago cyto sis･
R A W 26 4.7 c ells w er e challenged withthe strain
h
L3306(WT)orC S2 0 2 2
(△Lo n). T he n u mbers ofviab暮e ba cteria w eredete m lin ed a sdes cribedin
Materia一s a nd M ethods. T he experim ent w as rep atedthre etim es, a nd
the res ults are show nfor repres entativ e experim e nt. The data are
a verage s of triplic ate determin atio n s, a ndthe errorbarsindicate the
sta ndard de viatio n of the m e a n s ofthes e n u mbers.
酸化的攻撃 に対す る感受性
マク ロ フ ァ ー ジが菌を会食す る と､ 膜上 の N AI)P Hオキシダ ー ゼの 会合 と活性化がお こ り､ 酸素
が活性化されて殺菌性 の活性酵素がフ ァ ゴソ - ム 内に生成される o サルモネ ラは酸化的攻撃を回避す
る こ とがで きる 【Fo ste r and Specto r, 1 9 9 5】｡ Lo n欠損株は感染初期にお い て 生菌数が著しく減少し
た こ とか ら､ 酸化的攻撃に対して感受性が増加 して い る可能性が考えられ た｡ この 可能性を検討する
目的で ､ 活性酸素による殺菌機構 に類似 した過酸化水素存在下 における生存率をx3306株 と Lo n 欠
損株で比較 した o 対数増殖期まで培養 した 各菌体を 15m M H202存在下で 一 定時間培養 した後 ､ 生菌
数の測定 を行 っ た (Fig.2- ll(A))o 野生株と比較して Lo n欠損株では H202 に曝されると直ちに生菌
数が 0.1%以下 に減少 し, 1 5分後にはほ とんど検 出されなか っ た ｡ こ の こ とから Lo n 欠損株は活性
酸素に対する感受性が著 しく増加 して い る こ とが明らかとな っ た ｡ 続い て ､ Lo n欠損株 の酸性 pH 条
件下における 生存率につ い て検討 した｡ 対数増殖期まで培養した各菌体を pH4,0､ 3.5 の L液体培地
で 30分培養 した後 ､ 生菌数の測定を行 っ た(Fig.2- ll(B))ox3306株の 生存率はpH4..0 で 20 %,pH3.5
で 5.0%で あ っ た の に対 して ､ Lo n 欠損株はpE4.0で 4.0%､ pH3.5 で 0.4%とx3306株よりも著し
く感受性で あっ た ｡ 以上 の 結果より､ Lo n はサル モ ネラが酸性条件下で 生存するの に必須で ある こ と
が示唆された ｡
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Figure2-ll. Effe ct of/o ndisr uptio n o n s e n sitiv ty of S. e nterica s erovarTyphim urium to o xidativ e(A)a nd a cidic(B)
stre ss e s. To a s s e s sthe s e n sitivityto o xidativ e stre ss, e xpo n e ntialygro wing c e円s of7.330 6(W T)a nd CS2 0 2 2(A Lon)
w ere expo s edto 15 m M hydroge npero xide in L
-br oth at 3 7℃ ･ After s eria一d‖utio n at theindic atedtim es･ s amp一es
w ereplated o nL- agarplate sto determin ethe n u mber ofviable c e[]s･ To a s s e s s adju sted with citric a cida ndthe n
in c ubated37 ℃ , A稚er30 m舌n, ba cteria[c ells w erediluted into L-broth(pH7.4)andthentransferredtothe Laga rplate
to determin ethe n u mber ofvjable celJs. Re s ults are repre s ented a s aperce ntage ofs urvIVlng Ce‖s a溌er e xpo s ureto
a cidic stres stothe ce(]spres entbefore expo s ure.
S PI2 タ ンパ ク質 の検討
サル モネ ラは酸化的攻撃を回避 した後 ､ SPI2 遺伝子から産生され るタ ンパク質を用 い て細胞内の
メ ンプラン トラ フ イ ツ ク の 過程を変化 させ , サル モネ ラが細胞内で生存 ･ 増殖可能な フ ァゴ ソ
- ムを
構成する o この フ ァ ゴ ソ - ム の こ とを Salm o n ella- c o ntaining v a cu ole(S C V)と呼ぶ 【Salc edo etal.,
2001】o サル モネラ は SPI2 エフ ェ ク夕 - タ ンパ ク質 を細胞質に打ち込むこ とにより S CV 膜 を構成
す るo S C Vはリソ ソ ー ム との 融合 を阻害する こ とにより､ 殺菌機構 に抵抗 して い る 【Uchiya et al.,
1999】o こ の こ とか ら細胞 内感染後期にお ける殺菌機構か らの 回避 にはS PI2 タンパ ク質の分泌が必
須 となる ｡ Lo n欠損株 の S PI2分泌能 を検討する目的で ､ 各菌体 の 細胞表層および菌体タンパ ク質を
調製し､ S D S- PA G E に展開後､ 抗 SseD 抗血 清を用 いたイム ノブロ ッ テ イ ングによりⅩ3 3 06 株との
比較検討 を行 っ た (Fig.2- 12)o S PI2 はマ ク ロ フ ァ ー ジ環境における酸性条件下での み発現す るタン
パク質である こ とか ら､ pH5.0 に調整 した N- minim al m ediu m で
一 晩培養した各菌体か らタ ンパク
質の 調製 を行 っ た 【N ikola u s etal., 2 00 1】o S D S-PA G Eの 結果 ､ Lo n欠損株の 細胞表層タン/t
o
ク質
はx330 6株 と比較 して顕著に減少 して い た (Fig.2- 12(A))o 両菌体で見られた約 5 0k Da の タ ンパク
質は鞭毛繊維を構成する FljB であり ,Lo n欠損株で減少 して い た. またⅩ3 30 6株で見られ る約2 5kI)a
の 2種 の タンパク質は SPI2 エ フェ ク夕 - である Ss eD (up pe r) とSs eB (lo w e r) で あり ､ Lo n 欠
損株では両タ ンパ ク質とも検出されなか っ たo Lo n欠損株の S PI2 タンパク質量を抗 Ss eI)抗血清を
用 い て詳細に検討 した と こ ろ細胞表層には少量検出された (Fig.2- 12(B))o 一 方細胞内 Ss eD 量は
x330 6株と比較して わずか に減少 して い る程度で あり､ 細胞外で見られたほ どの 著しい 減少 は見 られ
なか っ た (Fig.2- 12(C))o 以上 の 結果は､ Lo n が S PI2 タンパ ク質の細胞外輸送に関与する ことを示
唆して い る o
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プロ テア ー ゼの
(A) (kDa) 桝 W T △Lo n
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66.2
4 5.0
3 1.0
2 1.5
14.4
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(C)
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～- sseB
ー Ss eD
ー Ss eD
Lon による
Figure 2-1 2･ T he Co o m a ssie- stain ed1 2･5% S D S-polya cryla mide gelpattern of
the ceIトas o ciated protein s(A) a nd im m u n obtotting fordete ctio n of Ss eD
protein in the ce-トa ss o ciated protein s(B)a ndinthe ce一lIys ates(C)･ The c e一l
a ss o ciated-pr otein s a nd c eu lys ate s prepared fro m S･ e nten
'
c a s e r o v ar
Typhim urium strain s
I
/.3 306(W T)a nd CS20 2 2(ALo n) w eregro w n u nderthe
S PI2- e xpre ss edc o nditio n.
第3節 考蕪
本章で はサル モ ネラ の病原性発現制御 における A AA＋プロテ ア ー ゼ の 役割を明らかにする目的で ,
s. e nte rl
'
c a s e r o v a rT>phim u riu m の Lo n､ CIpX P､ CIpA､ HsⅣU 各欠損株を構築 し､ マウス に対
する病原性を検討 した. そ の結果 ､ Lo n 欠損株お よび CIpX P欠損株 の臓器 内菌数は野生株に比べ て
約 1/103で あり (Fig.2 -5)､ 経 口および腹感染 とも LI)50は著 しく増加 して いた (Table 2
- 1)o こ の こ
とか らサル モネ ラの 病原性発現 には Lo n とCl
.p
XPプロ テア ー ゼが必須である こ とが明らか とな っ たo
clpP はプロ テ ア ー ゼ活性部位を有するが ､ タ ン/てク質分解には CIpA または CIpX の A T Pa s eドメ
イ ンによ る基質 の 認識とア ンフ ォ ー ル ドを必要とする o 本実験に用 い た CIpX P欠損株は CIpP に極
性変異を挿入して構築 して い る こ とか ら , ClpX Pと ClpA P 双方の機能が失われて おり ､ 両方 の プロ
テア ー ゼが病原性 に関与 して い る可能性があっ た｡ しか しながら , ClpA 単独欠損を用 い た病原性の
検討では ､ 野生株 と同等 の 病原性を示 した｡ また ClpX 単独欠損株の 病原性は著 しく減少 した (data
n otsbo wn)｡ こ の こ とか ら ClpA Pは病原性発現 に関与 しない が､ ClpX Pは病原性に必須 である こ と
が示唆された oCIpA Pと CIpX Pの共通の 基質 として Ss rA-tag gedpr o七einsがある【Gotte s m a n etal･,
19 8】o これ は細胞がア ミノ酸飢餓に陥っ た際､ 過剰なタ ンパク質の 合成を阻止するため合成中のポ
リペ プチ ドに SsrA(tmR N A)を付加す る ことによ り､ CIpA Pと CIpX P により分解し､ アミ ノ酸 の 供
給源 に して い る機構で ある ｡ サルモネ ラの 弱毒抹として栄養要求性株があり ､ こ の こ とか らサルモ ネ
ラは宿主に感染する と､ 独立栄養性が要求される と考えられる ｡ しか しながら､ ClpA Pが病原性発
現 に必須 でなか っ たこ とか ら､ SsrA-tag gedpr o七ein sによる アミ ノ酸供給は病原性発現 にはあま り影
響して いな い ことがうかがえる o CIpA Pと CIpXPの病原性 へ の関与の 違い より, CIpX をま病原性発
現 に必要な特 異的なタ ンパ ク質 の認識を行 っ て い る こ とが示唆された0
Lo n はA TP依存撃プロ テ オリシス の 50 %以上 を担う主要なプロ テ ア
ー ゼであることから､ Lo nに
よる病原性発現制御機構の 詳細につ いて 検討した｡ 経口感染した後, Lo n欠損株の病原性につ いて 経
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プロテ ア ー ゼの
目的に検討したと ころ , バイ エ ル板および牌臓 とも日数を経て も菌数は増加しなか っ たo サル モネラ
は経 口感染, 上皮細胞から侵入後 ､ バイ エ ル板の マク ロ フ ァ ー ジ で増殖し､ 全身 に移行した後臓器内
の マク ロ フ ァ ー ジで再度増殖する こ とに よ り全身感染を発症する o こ の こ とか らマク ロ フ ァ ー ジ 内で
の生存お よび増殖はバ イ エ ル板お よ び臓器で の 生菌数に影響する 【Fields etal., 1 98 6】o そ こで Lon
欠損抹の マク ロ フ ァ ー ジ内増殖能 につ いて Lo n･抹と比較した結果､ Lo n欠損抹は R A Ⅳ264.7細胞内
で の 生存 . 増殖能が低下して いた (Fig.2- 10)o こ の こ とか ら Lo n がマク ロ フ ァ
ー ジ殺菌機構の回避
と細胞内増殖能に 関与して い る こ とが示唆された｡
マ ク ロ フ ァ - ジ の 初期の殺菌機構と して , 菌を フ ァ ゴサイ ト - シ ス で会食 した後 ､ 菌を含む フ ァゴ
ソ - ム をメ ンプラ ントラフ イ ツ クによ り成熟 させ ､ リソソ ー ム と融合 して フ ァ ゴリソ ソ - ム を形成す
る o フ ァ ゴリ ソソ ー ムで は酸素依存的また は非依存的機構によ り菌 を消化する 【Ha s setta nd Cohe n,
1989;Pa c elliet al., 19 9 5; Jo n e s a nd Falko w, 19 96】o 酸素依存的機構は 過酸化酸素などの 活性酸
素群によ る殺 菌で ある ｡Lo n 欠損株は過酸化水素 に対して非常に感受性 とな っ て い る こ とが明らか に
な っ た (Fig.2- ll(A))o マク ロ フ ァ ー ジ 内増殖能が低下 して い る多くの 変異株では過酸化水素に対す
る感受性が低下 して い る こ とが報告されて い る 【Ha ss etta nd Cohe n, 1 9 89;John s o n et al. , 19 9 1;
Bu chm eier etal., 1993;Bu ch m eie r etal., 19 9 7;Hu mphr eys etal., 1 99 9】o in vitr oにお ける過酸化
水素感受性化が マク ロ フ ァ ー ジ内殺菌機構 へ の感受性を完全 には反映しない が ､ フ ァ ゴリソ ソ ー ムで
の 生存低下の 一 因 となる と考えられる . また フ ァ ゴリソ ソ
ー ム内で 菌の消化 を担うリ ソソ ー ムや活性
窒素酸化物などが活性化するため に ､ フ ァ ゴソ - ム 内は酸化 され る 【Ha s setta nd Cohe n, 19 89;I)e
Gr o ote etal.
,
199 5;Pa c ellietal., 1 99 5;Jon es a nd Falko w, 19 9 6】o Lo n 欠損株は低 pH に対して著
しく感受性で あり (Fig.2 -l l(B)), この こ とがフ ァ ゴリソ ソ
ー ム 内で の 生存低下の原因の ひ とつ であ
る こ とが考えられ る o E. c oll
'
に おい て Lo n は様々 な要因によ り異常 とな っ たタンパ ク質 の 分解の 除
去 の 大部分を担う こ とが明らか にされて い る【Pa rc ellandLindquist, 19 9 3;La sko w ska etal., 1996;
To m oya su etal., 2 00 1】o フ ァ ゴリソソ ー ム 内の 低pH などの 異常な環境変化 により菌体内で は不要
タンパク質が生 じる ことが考えられ Lo n 欠損株では不要タンパ ク質が蓄積した こ とによ り生存能が
低下 した可能性も考えられ る ｡
また Lo n 欠損株の特徴のひ とつ に tTV照射などによる I)N A障害 へ の 感受性増加がある o E.c o17
'
にお い て Lo n は S O S応答の 際転写誘導 される S 山A を基質に して い る 【Gotte s m an a nd M a u rizi,
1 92】o SulA は細胞分裂 を行う FtsZ と複合体を形成 し､ FtsZ の 働き を抑制する o 正常細胞では細
胞分裂が抑制されて い る間 に､ I)N Aの修復を行い ､ 修復が終わる と Lon が Su仏 を分解して細胞分
裂を起 こす ｡ しか しながら､ Lo n 欠損株で は SulAが蓄積するため ､ tJV 照射などの D N A障害は菌
をフィ ラメ ン ト化させ ､ 致死的な障害を与える o サルモネ ラの Lo n欠損株も U V照射に対 して著 し
く感受性 となり､ 菌体 もフ ィ ラメ ント化 した こ とか ら､ サルモネ ラで もSulAの 分解を行う ことによ
り､ 正常細胞の 維持を担っ て い る ことが示唆 されたo 以上 の ように Lo n は酸化的攻撃や低 pH へ の
適応などの 初期の マク ロ フ ァ ー ジ殺菌機構か らの 回避に寄与 して い る と考えられる ｡
サルモネラの マ クロ フ ァ ー ジ内殺菌機構からの主要な回避策として ､ S PI2,による メ ンプラ ン トラ
フ イ ツ タの 変化が あ考 【He n s el, 2000】｡ マ クロ フ ァ ー ジ内の サルモ ネラは S C V と呼ばれる フ ァ ゴ
ソ - ム 内で 生存 ･ 増殖する ｡ マ ク ロ フ ァ ー ジは異物を含むフ ァ ゴソ - ムを初期エ ン ドソ - ム ､ 後期エ
ー 2 7-
としての役専2董 A A A
＋
プロテア ー ゼの
ン ドソ - ム と融合す る こと により成熟させ ､ リソ ソ ー ム との 融合を可能 とする o しかしながらサルモ
ネラは S PI2 の エ フエ クタ ー タンバク質を S C Vから宿主細胞質に移行 させ ､ S C V とエ ン ドソ
- ム と
の融合を不完全なもの にす るo そ の 結果 , S C Vはリソソ ー ム との 融合を起 こ さず､ サル モネラは S C V
内で 生存 ･ 増殖する こ とがで きる o Lo n 欠損株の SPI2 に つ い て検討した とこ ろ ､ SPI2 エ フキ クタ
ー
タ ンバ ク質の 細胞外存在量 は著 しく減少 して いた (Fig.2- 12)o こ の こ とか ら ､ Lon 欠損株で はS PI2
ェ フ ェ クタ ー タ ンバク質が十分移行されず､ S CV の成熟が不完全 となり ､ 殺菌機構を回避セきなく
な っ たと考えられ る ｡Lon 欠損株で SPI2が減少 した要因の ひ とつ として SPIl の存在が考 え られる ｡
spI2 は マク ロ フ ァ ー ジ内で特異的に発現 され ､ 機能を発揮する ｡ 一 方 S PIl は小腸上皮細胞侵入の
際に発現 され ､ マ ク ロ フ ァ - ジ内で は発現が抑制される ｡ サル モ ネラは Sf
'Il と SPI2 の発現を必要
な段階で厳密に制御する こ とも
.
=よ り病原性 を発揮して い るo こ の 制御に関わる因子 として PhoP/Qが
あり､ PhoP/Q はS PIlを抑制し､ S PI2 を活性化する【Pegu e s etal･, 19 9 5;Bajajetal･, 19 9 6;Ve s c o vi
etal., 1 99 6】o Lo n 欠損株で 削 ＼腸上皮細胞侵入能が著 しく増加 して いた こ とか ら (Fig･2-9)､ SPIl
量が増加 して い る こ とが考 えられる ｡ こ の こ とか らLo n は細胞 内にお ける SPIl と SPI2 の発現変換
に関与 して い るか も しれない ｡ また SPIl の機能 として マク ロ フ ァ
ー ジア ポト - シス誘導によ る初期
の 殺菌機構か らの 回避がある ｡ R A W264.7 を用 い た細胞内増殖能 の検討では ､ Gm 含有培地により細
胞外 に存在す る菌を殺 して い る ため ､ もし細胞死により細胞外に放出した菌が多く存在 した場合 ､ 生
菌数は少なくなる可能性が考えられる ｡ この ことが Lon 欠損株 の 細胞内増殖能の低下 として検 出さ
れたとも考え られる ｡ Lo n欠損株 によ る SPIlの産生とマ クロ フ ァ
ー ジアポト ー シス誘導 に関して は
次章で詳 しく検討する ｡
また興味深 い こ とに ､ Lo n 欠損株は B A L B/c マ ウス に致死的な影響を与えず､ 長期間体 内に存在
す る ､ すなわち持続感染を起 こす こ とが明らか となっ た (Fig.2-8)o 多くの サル モ ネラの 弱毒株が持
続感染を起 こす こ とが明らかに されて い る o a m 【Chatfielde◆tal., 19 92】､ pu p【0
-Callaghan etal;,
198】､ 卵 - C TP 【Cu rtis s a nd Kelly, 1987】､ ht2A 【John s o n etal･, 19 9 1】､ S U EA 【Sydenha m etal･,
20 0 0】 な どの 変異株が持続感染をお こすが､ これら変異株 を感染 したマ ウス に強毒株を感染 させて
も全身感染 を発症 しない こ とか ら ､ ワクチ ン株 の候補 と して考え られて い る｡ Lo n欠損株感染で も強
力に免疫が誘導 され､ ワクチ ン作用がある こ とが明らか となっ た 【M atsui et al., 2 00 3】(data n ot
sho w n)｡､ この こ とか ら Lo n 欠損株は 経口生ワクチ ンと して 臨床に応用 で きる可能性を秘めて い る ｡
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3董 Lo nの マ クロ フ ァ ー ジアポ卜 - シス
第3章 Lon プロ テ ア ー ゼの マ ク ロ フ ァ ー ジアポト ー シス 誘導制御
は じめに
' サルモ ネラは宿主臓器内におい て マク ロ フ ァ ー ジ の 会食機構を エ ス ケ ー プし ､ そ の 環境に適応後 ､
細胞内で 生存 ･ 増殖す る ことにより､ 病原性を発揮する o サルモ ネラはこの 適応機構の 一 つとして ､
感染初期に遭遇 した マ ク ロ フ ァ ー ジ にアポト ー シスを誘導する こ とにより､ 会食機構か ら逃れ る と考
えられて い る 【Mo n a ck etal., 1 96】｡ マク ロ フ ァ - ジ の アポト ー シス 誘導はサル モネ ラ感染症 に特
異的なもの では なく ､ 多く の細菌によ る病原性発現時に見ら れ 細菌は宿 主側の 防御機構で あるア ポ
ト ー シス を積極的に活用 するキとにより自らの感染の場 を広げて い る と考え られる ｡多く の グラム 陰
性病原柵菌はタイ プⅠⅠⅠタ ンパ ク質分泌機構とよ ばれる ニ ー ドル 様の 構造を有 してお り ､ 細菌体内か
ら直接宿主細胞質内に病原因子を輸送する 【Ma r cu s et al., 20 0 0】o タイプⅠⅠⅠタ ンパ ク質分泌装置
は複数の タ ンパ ク質 の 複合体で あるが ､ こ の 機構 を有するす べ て の 菌種で高度に保存されて い る ｡ ア
ポ ト ー シ ス を 誘導 す る病 原因子 も こ の 機構 に より宿主 内 に輸送 され て お り ､ シ ゲ ラで は IpaB
【zychlin sky etal., 19 92】, エ ル シ ニ アで は YopP/Q【Ru ck de scheletal･, 1 9 9 7】 がアポ ト
ー シス誘
導 の エ フ ェ クタ - と して輸送される こ とが報告されて い る ｡ サル モ ネ ラの 病原性発現に関わるタイ プ
ⅠⅠⅠ タンパク質分泌機構 と しては ､ 染色体 6 3c s に コ ー ドされる Salm on ella pathoge nicityisla nd
(S PI)1 と染色体 3 1c sに コ ー ドされる S PI2 の遺伝子群 により構成され る 2 つが知られて い る ｡ 両
機構ともマク ロ フ ァ ー ジ の アポト ー シス誘導 を起 こすが , S PIlは初期､ S PI2 は後期の 誘導た関与し
て い る 【Mo n a ck etal., 19 9 6】o 感染初期のバイ エ ル板内の マク ロ フ ァ
ー ジテポト - シス誘導 は細胞
内に輸送された S PIl のエ フ エ クタ ー タンバク質 SipB が､ カス刀
- ゼ ー 1 を活性化する こ とにより
引き起 こ され る ｡
細胞 の ア ポ ト ー シス 誘導経路 には複数の カ スバ - ゼ と呼 ばれ る プ ロ テ ア ー ゼが関与 して い る
【c he n a nd Wa ng, 2 0 02】. 主に知られて い る 一 般的な経路 はカス バ - ゼ ー 3 の 活性化 を必要 とす る
ミ トコ ン ドリア を介す るもので あるが､ SipB により誘導されるカスバ - ゼ ー 1 を介す る経路はカス
バ - ゼ ー 3 の経路を介さず､ 独自の経路でアポ ト ー シス を誘導 して い る と考え られて い るが ､ そ の 誘
導経路 の 詳細はい まだ不明で ある ｡ またカス バ - ゼ - 1 の活性化 はア ポト ー シス の 誘導 と とも に
IL1 1βやIL-18などの サイ トカイ ンの 活性化 に必要で あり, SipB によ るカス バ
- ゼ - 1 の活性化は宿
主 の炎症反応誘導 にも重要な役割を果た して い る 【Din a r ello, 1999;Ze un e r etal., 1999】o
第2章で Lo n プロ テア ー ゼがサル モネ ラの病原因子で あり､ Lo n による病原性発現の 制御機能 と
して ､ 上皮細胞侵入抑制能が明らか とな っ たo また Lon 欠損株はバイ エル板での 増殖能が低下する
こ とが示唆された｡ これらの 結果か ら､ Lo n 欠損株では SPIl の機能が克進し､ その結果 と して感染
初期に マク ロ フ ァ ー ジに過剰なアポト ー シス を誘導する ことが､ 病原性低下 をもたらす可能性と考え
られた o この可能性を明らか にするため ､ 本章ではLo n 欠損株 による SPIlタ ンパク質の 分泌 とマク
ロ フ ァ
ー ジア ポト ー シス誘導能に つ い て検討 した ｡
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ポ ト ー シ ス誘導制守
ヽ ○
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～ J3童 Lo nの マ ク ロ フ Lo n欠損故によるアポ上二 と_基
第1節 Lo n欠掻殊によるマク ロ フ ァ ー ジアポト - シス誘導
策1 項 S P11タンパ ク質の検討
L｡ n 欠損株にお いて S PIlタ ンパク質の 分泌が増加 して い る可能性 を検討する目的で ､ x33 0 6株と
Lo n 欠損株の培養上浦中の タ ン^
o
ク質を調製し ､ S D S-P A G E で展開す る こ とにより比較 した ｡ SPIl
の 発現は環境条件によ っ て変化す る こ とが知られてお り ､ 最 も発現量が増加するの は､ 高浸透圧
･ 低
酸素条件(1 %NaCl含有 L液体培地におい て 一 晩静置培養した条件)で ある こ とが報告 されて いる｡
しか しながら第 2 章で はどの 実験 におい ても L液体培地で対数増殖期まで培養 した菌体を用 い たこ
とか ら, 同様 の 条件で培養 した上清中の 分泌タ ンパク質を調製した｡ Lo n＋株 と比較 して Lo n 欠損株
では複数の 分泌タンパク質が顕著 に増加 して い たo また Lo n 相補株で は Lo n
i‾株と同程度の 分泌タ ン
パ ク質量で あり ､ Lo n 欠損の 影響が消失した (Fig.3-1(A)). 分泌されたタ ンパ ク質を同定す るため ､
分泌タ ンパ ク質 を二 次元ゲル電気泳動で 展開した後 ､ N 末アミ ノ酸配列決定法 と質量分析法を行 っ
た o プ ロ テオ - ム解析 によ り､ SPIl エフ ェ クタ - である SipA､ SipC､ SipD 【M a r c u s etal･, 2 00 0】
と SPIl 同様タイ プⅠⅠⅠ分泌シス テ ムを構成する鞭毛タ ンパ ク質の FljB､ H A Pl､ H A P2､ H AP3 を
同定 した (Fig.3- 1(B)). SipC はアクチ ン織維の束化に直接関与す る o SipA もアクチ ンに結合す るo
sipA と SipC は F- アクチ ンの 安定なネ ッ トワ
ー クを共 同して構築 し､ そ の 結果ア クチ ンの 再重合を
起 こ しサル モ ネラ の 細胞内存在 を可能 にす る｡ SipD は SipA や SipC が細胞内に輸送される の に必要
なタンパ ク質である ｡ Lo n 欠損株の 分泌タ ンパク質で は ､ SipA, SipC, SipD が顕著 に増加 して い
た o またプロ テ オ ー ム解析では検出されなか っ たが､ アポト ー シス誘導に関与する S PIl エ フエ クタ
ー タ ンパタ質 である SipB の 分泌を調 べ るため ､ 抗 SipB 抗血清を作成 し比較検討 したo Loh 欠損株
では SipB の 分泌量もx3306株よ りも顕著 に増加 して い た (Fig･3-2)o
一 方 ､ 鞭毛タ ンパ ク質 FljB､
H A Pl､ H A P2､ E A P3 量はx3 306 株 と Lon 欠損株で 同レベ ルで あ っ た｡ こ の こ とか ら ､ Lo n は SPIl
タンパク質の 分泌 を抑制する と考えられた ｡
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第2項 ア ポト ー シス の検出
L｡ n欠損株 の 小腸上 皮細胞侵入能の 増加はS PIlタ ンパク質の 分泌増加に起因する と考え られた こ
とか ら､ S PIl の機能は 冗進して い る と予想された｡ こ の こ とか らLo n 欠損株は感染初期における マ
ク ロ フ ァ ー ジ アポ ト ー シス 誘導が過剰 にな っ てい る と考えた｡ そ こ で Lon 欠損株によ る マク ロ フ ァ
ー ジア ポト - シス 誘導をx3306株と比較検討 した ｡ SPI1依存的なアポト
ー シス を検討す る際, 通常
はS PIl発現条件で培養 した菌体を用 い るが , こ こでは第 1項 と同様の 条件で培養 した菌体 を用 い た o
また L｡ n 欠損株は菌体が フ ィ ラメ ント化 して おり ､ 菌体濁度 に対する 生菌数の割合が 野生株の 約
1/1 0とな る ｡ 多くの 感染実験で は細胞に対す る生菌数を用 い て実験 を行うが ､ Lo n 欠損株を こ の 条
件で感染 させ る と野生株 の約 10倍の 菌体体積を感染 させ たこ とになる o アポ ト
ー シス の 誘導条件 と
して L P Sなども考えられる こ とか ら､ 菌体体積での 比較を行うために , 同生菌数を感染 させ た実験
と ともに 同菌体体積 を感染 させ た実験も行 っ た｡
マ ク ロ フ ァ ー ジ様細胞 R A W2 64.7 にx3 3 06株 m oilO､ 100､ Lo n 欠損株 m oilO で感染させ ､ 6 時
間後の 細胞 を T UN E L法により染色 し､ 共焦点レ
ー ザ ー 顕微鏡 を用 い て アポト ー シス誘導 を比較 し
た (Fig.3- 3:核 - 緑 , アクチ ン
- 赤)o そ の 結果 ､ x3 30 6株で は m oilO, 10 0ともに非感染の 細胞 と
同程度の 核の 染色 しか見 られなか っ たo
一 方で Lo n欠損株感染におし､ては多くの 核の 凝集が見 られ ,
マ ク ロ フ ァ - ジ の アポト ー シス が過剰 に誘導されたこ とが示唆された oLo n欠損株感染によ る過剰な
ァボト - シス細胞の 結果は細胞内菌数の 増加 に起因す る可能性が考え られた｡ そ こ で感染 6 時間後
における細胞内生菌数を比較 した (Table3-1)｡ 感染 6時間後に細胞内に存在す る菌数は ､ Ⅹ3 306株
と比較して Lo n 欠損株で著 しく 減少 して い た こ とか ら ､ 過剰なアポト
ー シス は細胞内菌数が増加し
たためで はな い と結論で きた｡
ア ポト - シス 誘導 を定量的に比較す るため, 断片化 した D N Aを分離 しその D N A に結合したヒス
トン量を E LIS A を用い て比較した (Fig.3- 4). そ の 結果 ､ x33 0 6株感染で は m oilO､ 100 と もに非
感染 の細胞 と同等の 値を示 し､ こ の 実験で用 い たx3 306株の 感染で はマク ロ フ ァ
ー ジ アポト ー シスを
誘導 して い ない こ とが示された ｡ しか しながら同じ条件で培養 した Lo n 欠損株感染で は多く の 断片
化 した D N Aが検 出された (A405≒ 0.2)｡ 同量の RA Ⅳ2 64.7 をアポト
ー シス 誘導剤アクチノマ イシ ン
D 0.5帽/ml で6 時間処理 した ときの ヒス トン量を測定 した結果､ A405= 0･4 3であっ た o また細胞膜外
表面上 の ホス フ ァ チジル セリ ンの 量を An n exinV により標識 しフ ロ
ー サイ トメ ー タ ー を用 いて 定量
した と こ ろ ､ x3306株感染では 2･8% であ っ たの に対 して ､ Lo n欠損株で は 3 112%の 細胞が陽性で あ
っ た (data n ｡t sho w n)o こ の こ とか ら Lo n 欠損株は菌体の フィ ラ メ ント化に関係なく ､ SPIl非発
現条件培養に東川)ても マク ロ フ ァ ー ジの アポト ー シス を過剰 に誘導する こ とが明らか とな っ た o
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ボト ー シス1 節 Lo n3章 Lon の マ クロ フ ァ ー ジアポト ー シス
W Tm oil O O W TmoilO
△Lon JTIOilO u ninfe cted
Figur e3
-3. Pr e s e n c e of fragm ented chro m atin in m a crophage
c e”s infe cted S. enterjc a s erovar Ty phim uriu m strain sx3 3 0 6
(W T) a nd C S 2 0 22(ALo n). R AW 264.7 c elFs w ere infected with
ba cteria grow nin L-broth(pH 7.4)at an m oi f 1 0or1 0 0.fIX ed at
6 ha凡erinfectio n a nd tre atedforTUN E Lre a ction . T hefree3
'
- OH
te m lini of D N A fragm ents a nd F- a ctin are stain ed in gree n a nd
red, r e spe ctively.
Figure 3
14. Levels of cytop[a smic nu cle os om a[ fragm ents in
m a crophage ce”sinfe cted with S. enteric a s erovarTy phim urlu m Strains
x3 3 0 6(W T) a nd C S 2 0 2 2(△Lo n). F u W 2 64J cells we r einfe cted w lth
ba cte ria gro w nin L-broth(pH 7.4)at a n m oi of 1 0or1 0 0. A1 6h a牡er
infection
,
the levels of histon e- a s s o ciated cytopla s mic D N A fragm e nts
w ere detected by qu antitative E USA with anti
-histone antibody a s
de s cribed in Materials and Methods.
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Table 3-1. Nu mbers of viable ba cteTl ain m a crophage cells infe cted with S. e nterica s ero varTy phim urium strain s
x3 3 0 6(W T)and C S 2 0 2 2(A Lon).
Nu mbe r of
Strain
Ba cte riain o c ulated(No) Ba cte ｢iain m a c｢opha9e S(N6)
N6/No(%)
w T 1.8 5× 1 0
7
(m o1
'
-1 00) 9,50× 10
4
o.51 3
w T 3.0 8× 10
6
(m oi-1 00) 6.50x l O
3
o.211
ALon 2.4 3” 10
6
(m oi-1 0 0) 1.0 1× 1 0
3
o.o 4 2
R A W2 64.7 c ells w e reinfe cted with ba cteria at a n m oi ofin c ubated in M aterials a nd Methods. A t 6h af(erinfe ctio n, w elrs w e re
s ampled by a splratind the m edium , perfor mingthre e wa she s with H BS Sa nd lyslngthe m a cr ophage c ells of e a ch w ell Nth P BS
c o ntaim ng 0,2 % Trito nX-10 0. T hetriplic a士e s a mple s w e r eplated ind ividu aLly af(er ap pr opriate d ilutio nto dete r min ethe n u mber of
viabFe ba cte ria .
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第3項 カス バ ー ゼの検討
L｡ n 欠損株感染 にお ける アポ ト - シス 過剰誘導に関わるカス バ
- ゼ経路を 明らか にするため ､ 菌感
染 6 時間後 にお ける カス バ
- ゼ ー 1, 2､ 3 の 活性化をそ れぞれ の 特異的蛍光基質を用 い て調 べ た
(Fig.3- 6(B))｡ そ の 結果 Lo n 欠損株感染 にお いてカスバ
ー ゼ ー 3 の活性が著 しく上昇 して い た o 一
方 S PIl によ るア ポト ー シス誘導に関わるカス バ - ゼ ー 1 の活性化お よびカス バ
- ゼ ー 2 の活性化は
見られなか っ た(data n otsho w n)o またカス バ - ゼの 関与をさ らに詳細に検討するため に ､ 菌感染前
にカス バ - ゼ ー 1､ 2､ 3 の特異的阻害剤を添加する こ とによ り各カス バ
- ゼの 活性を阻害 した後 ､ 感
染6 時間後 の アポ ト ー シス誘導を E LIS A によ り検討した (Fig.31 5)o そ の 結果 ､ カ ス バ
- ゼ ー 1 と
3 の 阻害剤 を添加 した 時 Lo n 欠損株 によ るアポト
ー シス 誘導は著 しく減少 した D 非特異的な阻害剤
を用 い た際もカス バ - ゼ ー 1 ､ 3 の阻害剤 を加えた とき と同程度の アポト
ー シス誘導 を示 した こ とか
ら､ L｡ n 欠損株 によるアポ ト
ー シス誘導はカスバ - ゼ ー 1､ 3 の相乗的効果ではな い と考 え られる o
以上の 結果か ら ､ Lo n欠損株 によ るアポト
ー シス 誘導 にはカス バ - ゼ - l と 3 の両方が関与 して い る
こ とが明らか とな っ た ｡
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Figure3
-5 ･ Efe cts ofv a rio us c a spa s einhibito rs o ntheindu ctio n ofm a crophage apopto sisbyinfection with S･ e nte
rica
s erov arTyphim uriu m･ RAV264･7 m a cr ophage c el一s w ere eitherleftu ntre atedor w e
r tre ated withche mic a暮inhibitorto
ea chc aspa s e a sde s cribed in Materials a nd Methods･ Ba cterialc e一ls of S･ e nte
ricasero v arTy phim uriu m strain sx3 30 6
(wT)a nd C S202 2(△Lon) w eregro w n u nderthe S P ‖
-u n a ctiv ating c ondition(aerobic aly in一o w-s altm edium)for
infectio n. T he Ievels pf histo n e- a s s o ciated cytop[as mic DNA fragm e nts in m a crophage c ens w eredetect
ed by
qu a ntitativ eELISA with a nti
-histo n e antibody･ Statistical a n alysts w a sperform ed by u s-ng a paired Student
'
s i-te st:
★
P<0.05.
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S 円1の影
第2節 SP[1 の 影響
L｡ n欠損株 によるア ポト ー シス誘導 には SPIlによる アポト ー シス誘導時 に関与する カスバ
- ゼ ー
1に加え ､ アポ ト ー シス の
一 般的な経路で あるカスバ - ゼ ー 3も関与 して い る こ とが明らか となっ たo
こ の カス バ - ゼ ー 3活性化がLo n欠損株の S PIlによ っ て もた らされ るの か否か を検討す るた め , Lo n
欠損株 に SPIl のレギ ュ レ
ー タ ー で ある InvF 欠損 を導入 した 二 重変異株 を用 い て 実験を行 っ た
(Fig.3-6)｡ 用 い た Lo n
･In vF 二 重変異株は Lon 欠損株 と同棲菌体がフ ィ ラメ ント化 して い るため ､
s‡)Il 以外 の Lo n 欠損 の影響は Lo n 欠損株 と同等で ある と考え られ る ｡ まず各菌株を用 い て感染 6
時間後の アポト ー シス を E LIS A を用い て定量した (Fig.3-6(A))o そ の 結果 In vF 欠損株で は
･
/v33 06
株同様 m ｡ilO､ 1 0 0とも にアポト ー シス は見られなか っ た o さら に Lo n
･ In vF 二 重変異株によ る感
染にお い て も､ x3 3 0 6株 ､ In vF 欠損株 と同様アポト
- シスは見られず､ Lo n 欠損によ る アポト ー シ
ス過剰誘導効果は消失 して い た o さ らにカス バ
- ゼ につ い て も検討 したと こ ろ ､ Lo n 欠損株感染で見
られたカス バ - ゼ ー 3 の活性上昇は Lo n ･ In vF 二 重変異株 によ る感染で は見 られず (Fig･3-6(B))､
カス バ - ゼ ー 1 , 3 の阻害剤を用 い て もx3 3 06株と同等の 値 を示 した(data n otsho w n)o こ の こ とか
らL｡n 欠損株 によ る過剰な マ クロ フ ァ ー ジアポト ー シス誘導 にはSPIlタンパ ク質が関与 して い る こ
とが 明らか とな っ た｡
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Figure3-6 ･ Effe ct ofm utationin Sa/m o n el/a I
･
n vF geneinthe S. e nterica s erov arTyphim urium △Lo n m uta nt
-indu ced
apopto sis. Ba cterial c eus of S･ e nterica s ero v arTy phim uhu m strain sx3 3 0 6(W T)- C S202 2(△Lo n)I CS 2 11 4(△lnvF)
and C S 2 138(△LonA[n vF)w eregrow n underthe SP‖
- u n a ctiv atingc onditio n and us edto chal一enge R A W2 6 4･7 c e[]s･
(A)Ma crophage apoptosis w asdete cted at 6haRerinfe ctionby qu antita iv eEu S Awitha nts
-histo n e a ntibody.(B)T he
a ctivity ofc aspa s e
13w as a n alyz edwith 仙o rogenic s ubstrate. Nu mbers1 0a nd10 0indicate m oi･
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での S P11産
弟3節 マ ク ロ フ ァ ー ジ内 におけるSPⅠ1 タンパ ク葺の産生
s pl の発現はマ ク ロ フ ァ ー ジ内で 抑制される こ とが報告されて い るo 第2節 にお い て Lo n欠損株
による マ ク ロ フ ァ - ジの アポト ー シス過剰誘導は SPIlが関与す る こ とが明らか とな っ た o また第 1
節では L｡ n 欠損株は SPIl タ ンパ ク質 を過剰 に分泌して い る こ とが明らか とな っ たため ､ Lon 欠損
株の マ ク ロ フ ァ
ー ジ 内で の SPIl 産生につ いて検討 したo R A W2 64･7 細胞感染後 5 時間にお い て 1
時間菌体タンパク質を[35S] - メチオ ニ ン ､ シス テイ ンで ラ ベル した後 ､SPIl エ フェ ク夕
- SipB､ SipC
の 抗血清を用 い て免疫沈降によ り分離 し､ マ ク ロ フ ァ
- ジ 内で産生され たSipB､ SipC 量 につ い て 比
較 した (Fig.3-7)｡ そ の 結果 ､ x3 3 0 6株が産生する SipB､ SipC 量は非常 に少な い の に対 して ､ Lo n
欠損株では顕著 に多か っ た o こ の こ とか ら Lo n 欠損株で はマ ク ロ フ ァ
ー ジに感染後 も S PIl タンパ ク
質合成は抑制されず､ SPIlタ ンパ ク質量が過剰に産 生され る こ とが明らか とな っ たo
W T W T △Lo ∩
m oilO O m o
'
LI O m oil O
u ∩infe cted
SipB
W T Ⅵ汀 △Lo n
m oil OO m oil O m oil O
u ninfe cted
SipC
Figure3
-7･ Leve一s of SP[1proteinsin S･ e nterI
･
c a s er o v a rTyphim u n
L
u mgrow ]ngwithin m a crophage sI Ba cterialc eLIs of
strains ofx3 3 06(W T)a nd C S2 0 2 2(ALon)w ere s ubjectedto m a crophage phago cytosis a ndlabeled a sdes cribed in
Materia一s a nd Methods . The[abeled SipB and SipC protein s w ereim m unopre cipitated･ s eparated by S D S
-P AGE a nd
im agedbyu slngBA S2 0 0 Aphotoim ager･
第4節 考察
サル モネ ラは感染初期段階で バイ エル 板の マ ク ロ フ ァ ー ジ と遭遇するが ､ 菌は自身が マ ク ロ フ ァ
ー
ジ内で増殖する 因子を産 生 し細胞内環境 に適応するまで の 問 , マ ク ロ フ ァ
ー ジ の アポト ー シス を誘導
する こ と により細胞を殺 し ､ 細胞の殺菌機構に対応す るo
一 般的なアポト - シス誘導の 実行因子はカ
スバ - ゼ ー 3で あるが､ サル モ ネラが誘導するアポト
ー シス には カス バ - ゼ ー 3は 関与せず､ カス バ
- ゼ ー 1 の活性化 を介 した 一 般的な経路 とは異な っ た経路で誘導され る こ とが知られ て い る 【He rsh
et al.
,
199 9】o しか しながら ､ 本研究で はマ クロ フ ァ - ジ感染にお い て SPIl が過剰 に産生され る と
カス バ - ゼ ー 1 の誘導の み ならずカスバ - ゼ ー 3も誘導さ れ そ の 結果過剰な マ ク ロ フ ァ
ー ジア ポト
ー シ スが誘導され るこ とを明らか に した ｡
サル モ ネラ 【Mo n a ck etal., 1 99 6】や シゲ ラ【Zychlin sky etal., 19 9 2】､ エ ル シ ニ ア 【Ru ck deschel
etal., 19 9 7】とい っ た病原細菌 はマ ク ロ フ ァ
ー ジアポト ー シス誘導を重要な戦略に取り入れて い るo
サ ル モ ネ ラ で は SipB ､ シ ゲ ラ は IpaB ､ Ye mioja ps e udotubel
･C ulo sls で は YopJ､ Yep slh
'
a
e nte r o c oll
･
b
･
c aでは YopP がアポト
ー シス誘導 に関与するが､ これ らはす ベ て T TS S によっ て宿主細
胞に輸送 され る 【Hilbiet a1., 199 8;C he n etal･, 199 6;M ills et al･, 19 9 7;M o n a ck et al･, 19 97】o
T T S S によっ て誘導される細胞毒性で はカス バ - ゼ ー 1 の活性化が多く見 ら れ 中で も SipB とIpaB
はカ スバ - ゼ ー 1結合 して 活性化 し 【Her sh etal., 19 99】､ この こ とはアポト
ー シス の誘導 とともに
Ⅰし1βやIL- 18な どの 炎症性サイトカイ ンの 成熟を促 し､ 宿主の 炎症反応 に関与する こ とが示唆され
て い る 【Din a r ello, 19 9 9;Ze u n er etal., 19 9 9】. 炎症反応 の 誘導は腸管にお ける防御能を低下させる
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と考え ら れ そ の結果 ､ 細菌は腸管か ら侵入しやすく な る と考えられ る o 細菌感染にお けるカス バ
-
ゼ ー 1 の 重要性を検討するた め ､ カス バ - ゼ ー 1 欠損 マ ウス にお ける s er o v a rTy phim uriu m の 全身
感染を 調べ た研究がある ｡ こ の研究 にお いて , 経口感染の 際 ､ サル モネ ラをカス バ
- ゼ ー 1 欠損マ ウ
ス に感染させ致死的な感染 を成立させ る には ､ 正常なマ ウス を用 い た とき と比較して 10 0 0倍以上 の
菌数が必要で あ っ た 【Mo n a ck etal” 2 0 0 0】o こ の 際カス バ - ゼ ー 1 欠損 マ ウス で は ､ バイ エ ル板で
はサル モ ネラが検 出され たが ､ 腸 間膜t+ンパ節や肺臓で は検出され て いな い ｡ しか しな がら ､ 腹腔か
ら菌を感染させ た場合で は ､ 肺臓で の 菌数や柴死率は正常お よびカスバ
- ゼ ー 1欠損 マ ウス で同等で
あ っ た 【M o n a ck etal., 2 0 00】o こ の 結果か ら , カスバ
- ゼ ー 1 の活性化は菌の 感染にお い て適切な
時期 に免疫応答 を起 こす の に必要で ある こ とが示唆され る ｡ こ の 仮説か ら , サルモ ネラは感染初期段
階 におい て 全身 に拡散す るため に ､ カス バ
- ゼ ー 1依存的な免疫応答を誘導 して い る と考 え られ る o
また ､ カ スバ - ゼ ー 1欠損細胞を用 い た実験に より ､ サ ル モ ネラはカスバ
- ゼ ー 2 を活性化す るこ
とによりアポ ト ー シス を誘導する こ とが見出され た 【Je s enbe rge r etal., 2 0 00】o こ の こ とか らサル
モネ ラはカス バ - ゼ ー 1 とカス バ - ゼ ー 2 を活性化する こ とによ り ､ 宿主 内で 効率的に アポト
ー シス
を誘導 して い る と考え られる ｡
サル モネ ラがカスバ - ゼ ー 3 を活性化 して マ ク ロ フ ァ
ー ジアポト ー シス を誘導する こ とは ､ 本研究
によ っ て初め て明らか にされたo サル モ ネラは S PIT T SS を用いてカス バ
- ゼ ー 3 を活性化する こ
とがで き ､ そ の 結果過剰なア ポト ー シスが誘導 され る こ とが 明らか にな っ たo カス バ
- ゼ ー 3 の阻害
剤 を用 い た実験か ら も､ サル モ ネラに よる早期の 過剰な アポト
ー シス 誘導にカス バ - ゼ ー 3 が関与 し
て い る こ とが明 らか とな っ た｡ 宿主の カスバ
- ゼ群 には少なく と も 14種類が存在するが ､ これ らは
一 連の アポ ト ー シス経路 にお い て役割が異なり 【C he n a nd Wa ng,2 0 0 2】､ アポト
ー シス の 開始に関
与す る
`
開始 因子
'
と実行に関与する
`
実行因子
'
に分けられ る【Str a s s er etal･,■2 0 00;C he n and Wa ng,
2 00 2; Shi, 2 0 02;】o カ ス バ
- ゼ ー 3 は主要な実行因 子で あり､ アポト ー シス プロ グラム にお い て活
性化 され ､ D N Aの 断片化に必要である 【Ca ulin et al･, 1 9 7; Wolfa nd Gr e e n, 199 9】o 従 っ て ､ ア
ポト ー シス の 誘導 にはカス バ - ゼ - 3 の活性化が 最も有効であり ､ サル モネ ラ SPIl は こ の機能 を有
する こ とが明らか とな っ た o カス バ
- ゼ ー 3 の活性化には S PIl のどの タ ンパ ク質が関与 して い るの
だろうか ? カスバ - ゼの 制御にはタ ンパ ク質問の 相互 作用 が重要で あろう と推測 され るo 事実､ SipB
によ るカ ス バ - ゼ ー 1 の活性化 では , SipB がカスバ
- ゼ ー 1 の 前駆体 と中間体に結合する こ とが重
要で ある こ とが､ GS T- SipB を用い た結合実験か ら示唆されて い る 【He rsh etal･, 19 99】o SipB と前
駆体 との 直接の 相互作用カミ､ カスバ
- ゼ ー 1 の構造変化を促進 して い ると考 え られる こ とか ら､ カス
バ - ゼ ー 3 の 活性化で も S PIl タ ン/1
o
ク質 との相互作用 が関与して い る と考え られる o 本研究で は
splがカス バ - ゼ ー 3 を活性化する こ とを SPIl過剰産生株 とS PIl欠損株との 実験から明らか に し
たが ､ 今 回用 い た S PIl 欠損株は S PIlす べ て の 分泌を欠損 させ たた め ､ カス バ
- ゼ ー 3 を活性化す
る特定の タ ンパ ク質を同定する こ とは できなか っ た｡ しか しながら､ SipB をトラ ンス フ エ ク シ ョ ン
によ り細胞内で過剰に産生 した際で もカス バ ー ゼ ー 1 の活性化の み しか見 られなか っ た 【He r sh et
al.
,
1 9 99】 こ とか ら､ SipB以外の 因子がカスバ
- ゼ ー 3 の活性化 に関与して い る と考えられ る o
今回見 られたカスバ - ゼ ー 3 の 活性化による過剰なア ポト
- シス の 誘導は通常は抑制されて い るo
こ の こ とはサル モネ ラが全身感染 を起 こす際､ 宿主の 過剰なアポト
- シス は菌に と っ て は不利 となる
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と推測さ れ る｡ 全身感染 にお いて , サル モ ネラ はマク ロ フ ァ
ー ジを住処と して そ こ で増殖 し､ アポト
ー シス を抑制または遅く起 こす こ とによ りマ ク ロ フ ァ ー ジ 内か ら逃れ ､ そ の 後新たなマ ク ロ フ ァ
ー ジ
に感染 を拡大 して いく ｡ こ の こ とか らサル モネラは感染段階で SPIl産生の 厳密な制御を必要とする
と考えられ る ｡ サル モネ ラは S PIl の産生を発現段階で 制御して お り､ マ ク ロ フ ァ
- ジ 内の ような特
異的な環境にお い て抑制される ｡ また ､ S PIl 発現は低酸素, 高浸透圧 ､ P血op/Q 不活性条件下で誘
導され る 【Bajaj etal., 19 9 6;Jo n e s a nd Falko w, 19 9 6】o P hoP/Qは S PIl 発現 を抑制しながら ､ pag
の 発現 を活性化する こ とが知られて い る 【Pegu e s et all 19 9 5
･
,
Bajaj et all, 19 9 6;Ve s c o vi et all,
19 9 6】｡ pag の 多く は マク ロ フ ァ
ー ジ 内増殖に ､ SPIl は小腸か らの 侵入 に関与す る こ とか ら , pag
と SPIl発現の r e v e r s e r egulatio n は有効な戦略で あると考え られ る o またS PI2 T T SS はマ ク ロ フ
ァ
ー ジ 内増殖 に関与する 因子と して 同定され た【Cirillo etal･, 1998;He n s el, 20 0 0】が , SPIl と SPI2
も発現する条件が逆で あ っ た 【Deiwick etal･, 19 9 9】o こ の ようにサル モネ ラは環境 の 変化 に対応し
ながら､ 必要な因子を発現 の段階で制御 して い るo 今回実験 に用 い た Lo n 欠損株はマ ク ロ フ ァ
ー ジ
感染後 も S PIl エ フエ クタ
ー タ ンバ ク質 SipB､ SipC を過剰 に産生 して い た (Fig･3
-7)o また第 2章
の 結果 よ り ､ Lo n欠損株は S PI2 エ フェ クタ
- の 分泌能が低下 した こ とか ら ､ Lo n は SPI2分泌を促
進す る因子で ある こ とが示 唆された . SPIl と S PI2 の発現制御は表裏の 関係で ある こ とか ら , Lo n
は マ ク ロ フ ァ ー ジ内で これ ら 2 つ の T T S Sの 産生を厳密に制御する こ とによ り病原性発現に重要な
役割 を果たして い ると考 え られ る｡ Lo n はス トレス タンパ ク質の ひ とつ であり ､ 宿主環境に応 じて発
現誘導 され る 【Mo rim oto et al_, 19 9 4】o こ の こ とか ら ､ マ ク ロ フ ァ
ー ジ に取り込 まれたサル モネラ
で増加 した Lo n は､ SPIl の発現を厳密に制御 し､ そ の 結果過剰な マ ク ロ フ ァ
ー ジ アポト ー シス誘導
を抑制す る こ と により ､ 全身感染を拡大す ると考え られる ｡ こ の 可能性か ら ､ 第 2 章で示 した Lo n
欠損株の マ ウス に対する病原性の 低下は､ 過剰なアポト
ー シス 誘導 によ っ て 全身感染が成立 しなか っ
た こ とによ る と考え られる ｡
第2章で Lo n 欠損株は マ ウス 体内で持続感染 し､ そ の マ ウス は強毒株の 感染を妨げるワ クチ ン効
果を示す こ とを見 出した 【Mats ui et al･, 20 0 3】o サルモ ネラ野 生株感染に よりアポ ト
- シ ス を起 こ
した マク ロ フ ァ ー ジは ､ 樹状細胞に取り込まれ この 樹状細胞がサル モネラ由来の 抗原 を M 壬‡C cla s s
Iや M H Ccla s sII 上 に提示す る ｡ しか しながら､ アポ ト
ー シス を誘導 しな い サル モネ ラを感染 した
際で は､ 樹状細胞 によ る抗原提示は起 こらな い 【Yrlida nd Wick, 2 00 0】｡ こ の 結果は ､ サル モネラ
によ るア ポト ー シス誘導は宿主防御機構 を回避する手段で はなく ､ む しろ樹状細胞 によ っ て 誘発され
る抗菌活性に寄 与 して い る こ とを示唆 して い る｡ こ の こ とか ら ､ Lo n 欠損株感染による過剰なアポト
ー シス の 誘導 は ､ マ ウス の 免疫応答を誘導 して ､ ワクチ ン効果を示 して い る可能性が考 え られ る o
以上 の 考察か ら , マク ロ フ ァ
- ジ内での Lo n によ る S PIl発現制御機構を解明す る こ とは, サル モ
ネ ラの病原性発現機構 を明らか にす る上 で , 重要な知見を得られる と考え られ るo そ こで次章では､
L｡n によ る SI)Il 発現制御機構の 詳細な検討を行 っ た ｡
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第4章 Lo nプロテ ア ー ゼの S PIl 発現制御機構
はじめに
サルモ ネ ラの 小 腸上皮細胞侵入能や感染初期で の マ クロ フ ァ ー ジ の アポ ト - シス誘導 に関与する
spl遺伝子群は染色体I)N A 上63csに存在する 【Ma rc u set a
ll.
,
2 0 00】o S PIlは約 3 0の 遺伝子で
構成 されてお り , T T S S装置を形成するの に必要なタ ンパ ク質や宿主細胞の シ グナル 伝達系に働く エ
フ ェ クタ ー タ ンバク質がコ ー ドされて い るo これらの 遺伝子はい く つ かの オペ ロ ンを構成 して おり､
厳密に転写制御 されて い る (Fig.4- 1)o SPIl の発現は様々 な環境因子や制御タンパ ク質 に影響され
るが､ 中心的な制御因子は SPIl上 にコ ー ドされる HilA である o Hi 仏はS PIl の転写を直接的に活
性化 し 【Bajajetal., 1995】､ またもうひ とつ の SPIl の転写活性化因子で あるIn vF の 発現 を促進す
る こ と により間接的に制御 して い る 【Da r win a nd Mille r, 20 0 0】｡ H ilAは OmpR/To xR フ ァ ミリ
ー
に属 し , 1
'
1 WF プロ モ ー タ ー に結合 して izllq オペ ロ ンの 発現を活性化 させる 【Bajaj et al･, 1 99 5;
Lo str oh etal., 20 0 0】o hl
'
L4遺伝子は酸素､ 浸透圧､ pH などの 環境因子 に応答 して 発現す る 【Bajaj
et all 19 9 6】o また hl
'
L4遺伝子 の 発現 を制御するサル モネ ラの 因子 として ､ 様々 な遺伝子の研究が
なされて い る o 活性化す る因子 と しては h)
'
1C 【Sche chter et al., 19 99】, hl
'
1D 【Sche chte r et al･,
1 99】､ s I
.
:n baA 【Jolmsto n etal., 19 9 6;Altie r etal., 2 00 0b】､ en TMo mpR【Lu c a s etal･, 2 0 0 0】､
B
'
s 【Wils on etal., 2 00 1;Sche chte r etal., 20 0 3】, pets 【Lu c a s etal･, 2 0 0 0】､ fadD【Lu c a s etal･,
20 0 0】､ El
'
Z【Iyoda etal., 2 01】" s z:A 【Altie r etal., 2 0 0 0a】
､
が､ 抑制因子 として は a m s【Fahle n
etal.
,
2 00 0】､ had 【Fahle n etal･, 200 1】､ Al
'
1E【Fahle n etal･, 2 0 00】, pag【Fahle n etal･, 2 00 0】､
phoPphoQ【Lu c a s etal., 2 00】､ hupA/hLZPB 【Sche chter etal･, 2 0 0 3】､ hn台 【Sche chte r etal･,
20 0 3】 等が同定 されて い る ｡
2 種の SPIl遺伝子 A1
'
1C, h1
'
D は､ Ar aC/ⅩylSフ ァ ミリ - に属する転写活性化因子を コ
ー ドして
い る o H ilC とH ilD は hl
.
L4の upstr e a m r epr e ssing s equ e n c e(U R S) に結合 し､ 転写抑制を解除
する こ とが報告 されて い る 【Sche chte r etal., 19 99;Sche chte r a nd Le e, 2 0 0 1】o また H ilC､ H ilD
は 1
･
D VF オペ ロ ンが持 つ Hi 仏が活性化する プロ モ
ー タ ー とは別の プロ モ ー タ ー に結合するキとによ
り､ 直接izI VFオペ ロ ンの 発現 も活性化する 【Rake m a n etal., 1 9 99;A kba r etal･, 2 00 3】｡
1
･
n vF は S PIl 上 にある長 い オペ ロ ンの 最初の 遺伝子で ､ この オ ペ ロ ンには シ ャ ペ ロ ンをコ
ー ドす
る sl
･
cA やエ フ ェ クタ ー タ ンバ ク質をコ
ー ドする slbB a 2Aが含まれて い る . In vF は転写活性化因子
で あり ､ SicA と複合体 を構成 して , slcA の プロ モ - タ - Ps l
･
a4 を活性化 し､ sl
'
cA 以下の オペ ロ ンを活
性化する o 前述 したよ うに 1
'
B TQ の プロ モ ー タ ー 領域に は HilA に制御される Pl･D F 1 と HilC､ HilD
に制御され る P)･n vF_2が存在するため, slcA 以下の オ ペ ロ ンの発現は3 種の プロ モ
ー タ ー により促進
される こ ととなる ｡
splの発現制御における研究の多くは SPIl の発現の 活性化 につ い て行われており ､ 発現抑制の
機構に つ いて はあまり明らか にされて い ない ｡ 第 2章および第 3章の結果より､ Lon 欠損株で はS PIl
エ フ エ クタ - で ある SipAI D の 分泌冗進の みならず､ 上 皮細胞侵入能および SPIl依存的なマク ロ フ
ァ
ー ジ アポト ー シ ス誘導が過剰 に引き起 こ されて いた こ とから､ Lo n はSPIl の抑制因子で ある こ と
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が示唆された｡ 第 4 章で は Lo n に よる SPIl の発現調節機構を明らか にする 目的で研究を行 っ た o
P叩 〃
prgH ･ ･ -
◎甘
”PhiIA
hiIA
◎廿
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◎皿
Pin vF_2Pin v+. r
⊥こJ望望
⊂ =三亡:r日)- 一
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Figure4 -1 ･ Regulatoryc as c ade of Sa/m o n e//a pathogenicityis[a nd1 ge n e e xpres sion･ HilAplays a ce ntralroleinthe
regulato ryhiera rchy of S Pllge n es expre ssio n･lt dire ctlyactiv ate sthe expres sio n ofstructuralge n e s s u ch astheprgH
a nd a n other regulatory gen e, I
･
n vF･ =‖A- a ctivated tra ns criptioninitiated at the pro m oterPin vF-1 r e s ultsin along m RNA
㊤.tnvF, com ple xed withSicA, dire ct一ya ctiv ate sthe pro m oterPsicA , r e S u[tinginthe mR N A◎ ･ Tra n schptioninitiatedat
the HiIAJindepe ndent pro m oterP,
･
n vF- 2 als ogeneratesthe mR N A㊨ . HilC a nd Hi[D bind dire ctly to the upstre a m
s equ en c e of hl
･
1Aand derepre ssthetra n scription of Phi/AI HiIC and Hi[ Dalso a ctiv atethepro m oterPin vF- 2･
The circles withn u mberfollo w ed by a solid he aded-arrow indic ate mR N As･ The straightarrows indic ate the
dire ctio n oftrans criptio n ofe a chge n e. The open edhe ad arrowindic atesthe a ctio n ofprotein sforup
-regu[atio n･
第1節 S P]1遺伝子発現 における Lon の役割
Lo n 欠損株で は SPIl エ フ ェ クタ - である SipA- D の 分泌克進の み ならず, 上皮細胞侵入能 の 増加
および SPIl依存的なマ クロ フ ァ ー ジ アポト ー シス誘導が過剰ヰこ引き起 こされてい た こ とか ら ､ Lo n
欠損株 におい て SPIl の発現が増加 して い る可能性を考えた o こ の 可能性を検討する目的で ､ x3306
(Lo ne) 株と Lo n欠損株の S PIl遺伝子 Al
'
L4､ 1
'
n Tq, S lbA､ s )bC に 1a cZ Y遺伝子を P2 2トランス
ダク シ ョ ン に よ り挿 入 し ､ β - ガ ラク トシ ダ ー ゼ活性 を指標 に 各遺伝子 の 転写活性 を 測定 した
(Fig.4- 2(A))o そ の 結果 ､ IJO n欠損株の 各 S PIl遺伝子の 発現は Lo n
＋株 と比較して sli,A tま1 0倍 ､
h
'
L4､ ]
'
D Tq, SlbCは 4 0倍上 昇する こ とが明らか とな っ たo SPIl発現の 上昇が Lo n 欠損 の影響であ
る こ とを検討す る目的で ､ Lo n をプラ ス ミ ドによ り供給 して hl
'
L4､ s loC の 転写活性 を測定 した
(Fig.4- 2(B))｡ そ の結果, Lo n供給によ り Lo n 欠損株 の Ll
'
L4､ s lbC転写増強効果は消失した o さら
に L｡ n 相補株ではい ずれ の 転写活性 も Lon･株よりも低下してい た ｡ これはLo n をプラス ミ ドによ っ
て 相補 して い るため､ 細胞内の Lo n 量が増加 し､ 抑制効果が強くで たためで ある と考 えられる o ま
たL｡ n欠損株で見 られたS PIl発現の 上昇がβ- ガラク トシダ ー ゼ を安定化 したためなどの非特異的な
影響で ある可能性を排除す るため､ 稚毛 レギュ ロ ンに属す る遺伝子 h Aに1a cZ Y遺伝子を P2 2トラ
ンスダク シ ョ ンに より挿入し､ G Aの 活性を Lo n'株と･Lo n 欠損株で比較した o Lo n 欠損株における
hL4-1a cW によるβ- ガラク トシダ ー ゼの 活性は Lo n'株と同等で あっ た (data n otsho w n)o こ の こ と
から L｡ n欠損株で見 られた S pl発現の 上 昇は特異的な結果であり ､ Lo n はS PIl の発現 を抑制す る
因子である こ とが示唆された｡ また S PIl制御における Lo n によ る発現抑制の 貢献度を検討する目的
で ､ 既知の S PIl抑制因子 で ある P hoP を欠損させた株で の SPIl 発現を調 べ たo P hoP 欠損株で の
転写活性は Lo n･株 と比較 して ､ h1
'
L4 とs7i2A は 1.7倍､ I
'
n vF と slbCは 3.8倍であっ た｡ この こ とか
ら､ Lo n は se r o v a rTyphim u riu m に おいて SPIl発現 の強力な抑制因子で ある ことが明らかとなっ
flo
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gen e-la cZ Y fu sio nsin either strain x3 3 0 6(W T) orS C202 2(△Lo n)w ere as s ayed forP
-gala ctosida se a ctivity･ The
lev els ofactiv
]
Ltyinthe phoPdisruptio nba ckgro und(△P hoP)are als o sho w n･(B)E骨ectofs up pres sion of /o ndisruptio n
o nexpres sio n ofin v asio nge n esby pro viding a fun ctio n al Lo n･ Thele vels of /a cZ Y fu sionto hiAor s/f'C in strain
c s234 7(W T/p
'
), C S2 2 3 9(ALo n/p
'
), or C S 2 0 9 9(A Lo n/plo n
'
)w ere a ss ayed･ The vatu es repres ent the m e a n s and
standard deviatio n s ofs a mple stestedintriplic ate . p
＋
, pM W l1 9;p/o n
e
, pT K Y5 30･
spl の発現は酸素濃度 ､ 浸透圧 ､ pH などの環境シグナル の 変化 によ っ て 調節され る【Bajajetal･,
196】o hl
･
L4の 発現 は高酸素や低浸透圧条件下では抑制され る . Lo n の S PIl 制御にお ける環境 シグ
ナルの 影響に つ い て検 討する目的で ､ hl
'
L4 とslbC発現における酸素濃度 と浸透圧の 影響 を Lo n'株
と Lo n 欠損株で比較 した(Fig.4-3)o Lon 欠損株で の 発現は S PIl活性化条件 ､ 非条件下 ともに Lon
'
株より も上 昇 して いた ｡ しか しながら , Lo n 欠損株でも環境条件 によ り SPIl活性は異なり ､ 高浸透
圧 ･ 低酸素の 活性化条件と比較 して ､ 低浸透圧や高酸素条件では Al
'
L4, s li,C ともに 発現は低下 したo
この こ とか ら ､ L｡ n は環境 シグナル とは独立 した経路で S PIl発現を制御 して い るが , Lo n のタ
ー ゲ
ッ ト因子は環境シグナル によ り制御され る可能性が示唆された ｡
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s pll発現 における L旦 嘘 遠慮4章 Lo nの S巨]1
in viv o におい て S PIl の発現はマ クロ フ ァ ー ジ内で 抑制 される ことが報告 されて い る o しか しな
がら ､ 第 3 章で Lo n 欠損株はマ ク ロ フ ァ ー ジ感染後で も SPIl タ ンパク質を過剰 に産生す る こ とを
明らか に した ｡ Lo n は マ ク ロ フ ァ
ー ジ内にお いて もS PIl 発現制御に機能して い る可能性 を検討す る
ため ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ感染後 にお ける SPIl発現の経時的変化を Lo n
十株と比較検討 したo SPIl の中
心的レギ ュ レ ー タ ー で ある b
'
L4の プロ モ ー タ ー 部分を1a cZ Y遺伝子に融合させたプラス ミ ドを構築
し､ β･ガラク トシダ ー ゼ活性 を指標 に ム]
'
L4 の 活性を比較 したo また菌数の 平均化を行うため ､ ラク
ト - ス プロ モ ー タ - と r-)レシフ ェ ラ ー ゼを融合したプラスミ ドを構築 し､ 対照に用 い たo 構築した 2
っ の プラス ミ ドを導入した Lo n
十株 と Lo n 欠損株を マク ロ フ ァ ー ジに感染させた後 ､ 経時的に hl
'
L4
の遺伝子発現 を調 べ た (Fig.4- 4)o そ の結果､ 野生株では感染 0時間か ら 2 4時間まで ほぼ
一 定 の値
を示 した ｡ 一 方で Lo n 欠損株 は感染 0 時間か ら 2 4時間まで ム1
'
L4の 発現は上 昇して い た o こ の こ と
か らLo n はin viv oにお い て ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ内 SPIl発現 を抑制する因子で ある こ とが明らか とな
っ た ｡
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第2節 Lon 欠損株の SP11発現 における Hi)C､ HiID の役割
第 1 項の 結果か ら ､ Lo n は AIL4発現 を促進する因子の 細胞内調節を介 して SPIl の発現弼御に関
わる こ とが示唆された｡ AiL4発現 の活性化因子と して HilC と H ilI)があるo Lo n による SPIl 発現
制御 に HilC または HilDが関与 して い る可能性 を検討 した . この 可能性を検討す る目的で ､ まずHilC
および H ilDの 欠損 を導 入 した株 を構築 した｡
E ilC欠損株の構築
Al
･
1C構造遺伝子 - 3 から＋9 52 の950bp をプライ マ
- Al
'
1C F と hl
'
1CR を用い てx330 6株染色体
D N A から PC Rにより増幅した o 増幅した断片を Pst と Ba mH I で消化
I
L,､ Ll
'
1C構造遺伝子を含む
断片をpfISG398にク ロ ー ニ ングした o構築 したプラス ミ ドpT E Y 572を BcR と N -I で消イtLLl
'
1 C
構造遺伝子中3 05bp を欠損させた o そ の プラスミ ドpT K Y6 3 9を SphIと Sa cIで消化して 得たAh
'
1C
遺伝子を自殺ベ クタ ー pC V D4 42 に挿入 し pT K Y641を構築 した o pTE Y6 4 1を接合伝達によりx33 06
株 に導入 し ､ Ap 耐性ス ク ロ
ー ス感受性 とな っ た株を得た ( 一 重相同組み換え株)o この 株をス クロ
ー 41-
4董 Lo nの S P_I]発現劃j
HiICと HilDの投書
- ス含有培地で選択し､ ス ク ロ ー ス耐性 Ap 感受性 とな っ た 株を得た (二 重相同組み換え株)o 得 ら
れた株がAL1
'
C株で ある こ とをP C Rお よび シ
- ク エ ンス により確認 したo
HilD欠損抹の構築
Al
･
1D構造遺伝子 - 19 から＋10 40の 9 5 0bp を プライ マ ー h
'
1 m とhl
'
1 m を用い て ,/v33 0 6棟梁色体
D N A か ら P C R により増幅したo 増幅 した断片を Pst と Ba mH I で消化 し､ hl
'
LD構造遺伝子を含む
断片を pH S G398 にク ロ
ー ニ ングした ｡ 構築 したプラス ミ ドpT E Y5 7 3を Hl
'
m IIで 消化 しAl
'
1D構造
遺伝子中 4 5 5bp を欠損させた o そ の プラス ミ ドpT K Y6 4 0を SphI と Sa ct で消化 して得たAhl
'
1D遺
伝子 を自殺 ベクタ ー pC V D44 2に挿入 し pT E Y6 4 2を構築 した o pT E Y64 2を接合伝達 により
･
/v3 306
株 に導入 し､ Ap 耐性ス タロ
ー ス感受性 とな っ た株 を得た ( 一 重相同組み換 え株)｡ こ の 株をス ク ロ
ー ス 含有培地で選択 し､ スタ ロ ー ス 耐性 Ap 感受性 とな っ た株を得た (二 重相同組み換 え株)｡ 得ら
れた株が△hl
'
1D株で ある こ とを P C R お よびシ
ー ク エ ンス によ り確認 した o
HilC･ HilD二重欠損株の構築
Ah
･
IC株 に 一 重相同組み換え したによ り得られ たAhl
1
1D を P2 2トラ ンス ダク シ ョ ンによ り導入 し､
Ap耐性スク ロ
ー ス感受性 とな っ た株を得た . この 株をス ク ロ
ー ス含有培地で選択 し ､ ス タ ロ ー ス耐
性 Ap 感受性 とな っ た株を得たo 得られた株がAhl
･
1CAhl
'
1D株で ある こ とを P C R およびシ ー ク エ ンス
に より確認 した ｡
前述 した株に P2 2トランス ダクシ ョ ン によ り 血 フ::C m 変異を導 入する こ とによ り, Lo n
･ HilC 二
重欠損株, Lo n ･ HilD二 重欠損株 ､ Lon
･ HilC･ H ilD 三重欠損株を構築したo
L｡n 欠損 によ る SPIl 発現の 増加に HilCあるい は HilD単独欠損 と HilC
･ Hill) 二 重欠損が与え
る影響 を検討するため , 構 築した株の S PIl遺伝子Al
l
L4､ 1
'
1, VF, s li,Cの 転写活性 を測定 した o 転写
活性は S PIl活性条件で培養 した菌を用 い て 行っ た(Fig.41 5)o そ の 結果､ Lon 欠損株でみ られた A]
'
L4､
1
･
B VE slbC転写の 著しい 増加は ､ Lo n ･ HilC ･ HilD 三重欠損株で完全 に消失 し､ Lo n欠損の 影響は
なくな っ た ｡ 一 方 H ilC または H ilDどちらかの 欠損を導入 した際にはLo n欠損抹の 転写 よりは減少
したが ､ L. n欠損 の影響は完全には消失しなか っ たo こ の こ とか ら Lo n は H ilCおよび HilDの 両方
を介して S‡'Il の転写制御 を行うこ とが示唆された｡
またタ ンパク質 レベ ル で H ilC､ H ilI) の影響を検討するため ､ 抗 HilA､ In vF. SipC 抗血清を用
い てイ ムノ ブロ ッ ト法 により細胞内タンパ ク質を比較 した (Fig･4-6)o そ の 結果 ､ Lo n‾
†株 と比較 し
て ､ AL｡ n株で は H ilC､ H ilDそれぞれの 欠損を導入した後で も HilA､ In vF､ SipC ともに増加して
い たo しか しなが ら これらタ ンパ ク賃は H ilC･ HilD両方の 欠損を導入する ことにより消失した o こ
の 結果は遺伝子発現 の結果 と同様で あ っ たo
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Figure4-5･ E 庁e ct of Io ndisr uptio n o n e xpressio n ofSPllgen esin the abs en c e of hl
'
C and/or h/
'
Du nderthe
s pll-a ctiv ating c onditio n s. Culturesw ere grow nin high
-s a一t Lbroth(1% NaCl)u nder oxy gen -Limiting c onditionL The
le ve[s ofe xpres sion of /a cZ Y fusio nto hi/A(A),in vF(B), or sI
'
pC(C)w ere a ss ayed･ The value srepre s ent the m e a n s
a nd sta ndard deviatio n s ofs am plestested at一e ast intriplic ate. Strains u s ed w ere a sfo=o w s:(A)C S 21 1 0, C S2 1 3 0,
c s2 73 2, C S2 73 3, CS2 7 34, CS27 3 5, C S 2 8 1 5, a nd
■CS2 8 20, (B)C S2 11 4, C S 2 1 3 8, CS 27 46, C S2 7 5 0, C S2 76 5,
cs27 6 9, CS281 6, a nd C S 2 8 2 1,(C)CS21 1 8, CS 21 3 6, CS2 7 47, CS2751, C S 2 7 66, C S 2 7 7 0, C S2 818, a nd C S 2 8 23･
Lo n 欠損株における H ilC と HilI) の細胞内量を Lo n
＋株 と比較する目的で , 方法の項 -2 3) に従 っ
て H is6× ⅢilC､ H is6× HilD を精製 し､ そ れぞれの 抗血清を作成 した ｡ SPIl 活性条件で 培養 した菌
体を用 い てイ ムノ ブロ ッ テ イ ングを行 っ た (Fig.4- 6) が ､ Lo n
十株で は HilCは検出され ず､ HilD も
わずか に存在 した程度で あり､ H ilC､ HilD とも半減期が短い ､ あるい は細胞内
■
に少量 しか存在 しな
い こ とが示唆されたo 一 方 ､ Lo n 欠損株で は HilC､ HilDともに細胞内に多量に存在 して い た｡ こ の
こ とか ら､ Lo n は H ilC､ H ilDの 両方を介して S PIl の発現を制御 して い る こ とが明らか とな っ た｡
HilC＋ AHilC
Hi[D
＋
AHilC AH
J
I D AHiID
[ [ ｢ ｢ ｢ ｢
Lo n＋△Lo nLo n＋△Lo nLo n＋ △Lo nLo n
＋
△Lo n
Figure4-6.lm m u n oblo拙ngfordete ctio n of SPl protein sin
the abs en ce of h/7C and/orhi/D. W hole- c eLl e xtra cts w ere
preparedfrom strain s ofx3 3 0 6, C S 2 0 2 2, C S2 72 21 C S 2 7 23･
H ‖A
C S 2 7 24･ C S2 725, C S2 8 0 2･ a nd C S28039rO W n U =derthe
SP1- a ctiv ating c onditio ns a nd the n s eparatedin al O%
SDS-po[ya cryla mide ge[. The s eparated protein s w ere
SipC transferred to PV D F- m e mbra n es a nd the nim m u n ostained
with anti- H=A, a nti-SipC, a ntトIn vF, a nti-Hi[Cor antトHilD
lnvF S eru m..
Hn C
Hi暮D
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Lo nと H u C､ HiIDの相互4童 Lo nの S PIl
弟3節 Lo n プロ テア ー ゼ と HilC､ HiIDの 相互作用
Lo n によ る HilC, HilDを介した S PIl発現調節機構 と して , Lo n が Al
'
1C. A}
'
1D遺伝子 の 発現 を
活性化す る因子 の 分解に 関与 して い る可能性 , あるい は Lo n が HilC､ HilDタ ンパク質の 分解に直
接関与して い る可能性が考 えられたo そ こ で まず､ Lo n'株 と Lo n 欠損株にお ける h1
'
1C, Al
'
1Dの転
写活性の 検討を行 っ た (Fig.4- 7)o
方法 として ､ Al
'
1C プ ロ モ ー タ ー 領域 - 4 8 0 1か ら＋2 6 1 の 506 3bp をプライ マ
ー A)
'
1CF(Pム17C)と
Al
'
1CR(PAll C)を用 い てx33 0 6株 の 染色体 I) N A からP C R によっ て 増幅したo 増幅 した断片を Sm aI と
xbaIで 消化 し ､ Al
'
1Cプロ モ - タ - 遺伝子を含む断片を 1a cZ遺伝子を有する pC B18 2にクロ ー ニ ン
グしpT K Y5 59 と した .hl
'
1Dプ ロ モ - タ - 嶺域 - 3 81か ら＋680 の 1 06 1bp をプライ マ
ー hl
'
1D F(PbiLD)
と hl
-
1βR(Phl
･
1 D)を用 い てx3 30 6株 の 染色体 D N A か らPCR によ っ て増幅 した o 増幅 した断片を
H1
'
ndIII と Sa且 で 消化 し ､ h1
'
D プロ モ ー タ ー 遺伝子 を含む断片 を pC B18 2にク ロ ー ニ ン グし
pT K Y562 と したo pTE Y5 59 とpT K Y5 62を各棟 に導入 しβ
- ガラクトシダ ー ゼ活性を指標 に検討 し
た. 測定は S PIl 発現活性条件におい て培養 した菌体 につ いて 行 っ た (Fig.4- 7). そ の 結果､ Lo n
＋
株と比較して ､ Lo n 欠損株 では hl
'
1C発現 は 1.4倍 ､ h}
'
1D発現は 1.8倍 に増加 して いた o しか し, HilC
と HilDは相互 の プロモ ー タ ー に作用 して発琴を促進する働き が示唆されて い るた め 【Lu c a s and
Le e
,
2 00 1;01ek hn o vich a nd Kadn e r, 2 0 02〕､ HilC､ Hill)タ ン/t
Q
ク質によ る相互活性化作用 の 影響
につ い て検討 を行 っ たo 方法 と して ､ H ilCある いは HilD､ HilC･ HilD を欠損させ 相互作用 を除い
た株にお いて 各遺伝子の 転写活性測定を行 っ た ｡ その 結果, HilC､ H ilDの 単独欠損 ､ ある い は HilC
･
HilD二 重欠損によ り Lo n 欠損によ る Al
'
1C. hl
'
1D転写活性の 増加 は消失した o 以上 の 結果よ り､ Lon
は細胞内 HilC､ H ilD量を調節する こ とによ り､ そ れぞれの 自己 の 転写活性を調節して い る こ とが示
唆された o
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Figure4- 7･ E庁e ct ofIon disruptio n o n e xpre ssion ofhI7Ca ndhi/Dgen es o nplas midsinthe abs e n ce ofh)
'
/Ca nd/orhI
'
D
o n chro m o s om e under SPl-a ctiv ating c o nditio n s. Cu一ture s w eregro w nin high
-s a[t Lbroth(1% NaCl) under
o xyge n-limiting co nditio n. T he expres sion一ev els of /a cZ fu sionto hI
'
lC(A)orhi/D(B)pro m oterin c eus harboring
pT K Y5 5 9(c arryinghil Cpro m oter
'
)orpT K Y562(carrying hI
'
/Dpro m oter
＋
)w ere as sayed･ T he v a[u es repres e nt the
m e a n s a nd standard deviatio n s of s a mple stested atlea st in triplicate･ Strains us ed w ere asfollo w s;(A)CS2 409,
cs 241 1, C S2 920, C S2921, C S2922, C S 2 9 23, CS292 4, a nd C S 29 2 5, (B)CS 2 411, CS 2 41 7, CS 2926, CS 2 92 7,
C S 2928, C S292 9, CS2930, C S293 1.
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Lo nと Hi] C､ Hil Dの租重4章 Lo nQ_SPB
hilC. Al
･
1D 自身の プロ モ - タ - は複数の 転写活性化因子の影響を受けて発現するため ､ 自己 の プ
ロモ - タ 一 に よ る発現系におい て IJO n と HilC､ HilDとの 直接の 相互作用 を検討するの は困難で あ
る o そ こで Al
'
1C とA1
'
Dの 発現 をIPT G量で厳密に制御で きるプラスミ ドを構築した o pT K Y57 1と
pT E Y5 71をそ れぞれ Pstt とBa mHIで 消化 しS D配列 と丘1
'
Cある い は 丘ilD 構造遺伝子を含む断片
を pT H18kr にク ロ
ー ニ ング したo そ の プラスミ ドpT K Y6 5 2と pT 旺Y6 5 3をそれぞれ pZ A41a cZq を
もつ C S2 8 3 9(AH ilCAH ilD/pZ A41a cJq)､ C S284 0(△Lo n△HilC△HilD/pZ A41a c4q) に導入 したo 各
菌株の 培養開始 とともにIP TG Oか ら 5 0 0トLM を添加 して 2.5 時間誘導後菌体タンパク質 を調製 し､
抗 HilC､ H ilD抗血清を用 い たイムノ ブロ ッ ト法によ り検討 した (Fig.4- 8)o そ の 結果 ､ Lo n
＋株で は
1 00トLM IP TG 誘導で は H ilC､ HilI)タ ンパク質が検出されなか っ たの に対 して ､ Lo n 欠損株で は
1.00トM IP T G誘導か ら両タ ンパ ク質 ともに検 出され､ 50 0トiM IP T G誘導では Lo n
十株 と比較 して明
らかなタンパク質量の 増加が見 られた ｡ Lo n
l‾抹 と Lo n 欠損株で同 じプラスミ ドを用 い て い るため ､
IP T Gが同量 の とき H ilC､ HilDの 合成量は同等である と考え られ る こ とか ら､ 検出されたタ ンパク
質量の 相違 は Lo n欠損抹で flilC, HilD タ ンパク質が安定化 して い る こ とに起因する と考え られた o
また ､ 同サ ン プル にお ける抗 H i仏, In vF､ SipC 抗血 清を用い たイム ノブロ ッ テ イ ング法 の 結果か
ら､ HilCあ るい はH ilD量の 増加 に伴い 各SPIlタ ンパ ク質量が増加する こ とが確認 されたこ とか ら ､
Lo n欠損株 における H ilC､ H ilDの 増加は S PIlタ ンパク質量合成の 増加をもた らす こ とが明らか と
な っ た ｡
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Figure 4-8 ･ Le v e[s ofv ario u sSP LIprotein sin cel一s e xpre ss-ng hiICorhiID bythe corre spo nding pta s mid
-e n c oded
ge n es.(A)Cultu res ofstrain sC S2 8 47 and CS2 8 4 9grow n ov ernightw erediluted1:1 0 intofreshL broth-fo=o w ed
bytheindu ctio n of hI
I
Ce xpre ssio nbythe additio n of 0, 1 0 0, 2 0 0, o r5 00pM IP TG for2･5 h･(B)Culture s ofstrain s
cs2 8 4 8a nd C S2 8 50gro w n ov ernight w eredi[uted 1:1 0 0 into fre sh L broth･ fouo w ed bythe hlductio n of h/
'
ID
expres sio nbythe additio n of0, 100, 20 0, o r500LLM IP T Gfor 2･5 h. W ho一e
- c eu e xtra cts w ere s eparatedin al O%
S D S-polyacryla mide geL The proteins w eretran sferredto PV D F
- m e mbran es a ndthenim m u n o stain ed with anti- HilA･
a nti-SipC, a ntトIn vF, a nti-HilC, o r a nti
-Hi 旧s eru m･ ph]
･
/C
十
, py K Y 6 5 2; phI
'
lD
＋
, pY K Y6 5 3;ve ctor･ pT H1 8kr･
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Lo nと Hi[C､ HilDの相互4章 Lo nの SP11
L｡ nが H ilC､ H ilDの 分解に関与して い る可能性を明らか にす る目的で , パ ル ス ー チ ェ イ ス法によ
り HilC､ HilD の 細胞内安定性を検討 した｡ 前述 した実験で用 い た菌株を実験の〕象2 2)に従 い ､ 1m M
IP T G5分間誘導後 , [35Sト メチオ ニ ン ､ シス テイ ンで 1分間ラ ベル した後 ､ 非標識の メチ オ ニ ン ､
システイ ンでチ ェ イス した ｡ その後 0､ 1､ 2､ 5､ 1 5､ 3 0分 ごと にサ ンプル を調製 し､ ラベ ルされた
HilC､ HilD を免疫沈 降によ り分離 した ｡ 免疫沈降物 を S D S.ポリアク リルア ミ ド電気泳動 によ り展
開しオ - トラジオ グラ フ イ
一 に よ り検 出 した (Fig.4-9)o そ の結果 ､ Lo n
'株 における各タン/T
e
ク質の
半減期は H ilCが 1 4.0分 ､ HilDは 13.5分で あっ た o 一 方 Lo n 欠損株で は H ilC が17 7･ 分 ､ H ilD
が 45,6 分と著 しく長くな っ て いた ｡ また HilC の 分解は 二 相性 を示 した が､ 初期における分解にお
いて L｡ n に よる影響が著しか っ た o こ の 結果か らLon 欠損 により H ilC と HilDの 両方が安定化する
こ とが明らか とな っ た｡
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Figure4-9･ /n viv o stabi=ties of HilCa ndHil Dprotein s- Ceus ofstrain sCS284 7, CS2 848, C S2 8 49･ a nd C S2850 w ere
gro w nto e xpo n e ntial pha s e, follo w ed by the induction of hI
'
/C or hI
'
/D with lm M IPTG for5min ･ Cells w ere
pulse-labe[1ed with[
3 5
s]- m ehio nine and cystein eforlmin at37
oC a ndthen chas ed with u n[abelled m ethio nin e a nd
cystein e. Sa mples w eretake n atindic atedtim e s,fot‡o w ed byim m unopre cipitatio n of HilC(A)and HifD(B)･
(c)a nd(D)sho wqu a ntiRc ation of the pre cipitated protein s relativetothe v alu e at tim e1 min･ Me a n v alu e s ofat暮ea st
thre eindepe nde nte xperim ents areglV e n･
Thedotted一in esin(C)areinterpreted inthete xt. phI
'
l C
'
, pYK Y692; ph/
'
ID
'
, pY K Y6 5 3･
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4董 Lo nの S P11発現劇毒 環境シグナ)L_Q_髪
第4節 環境シグナル による HilC､ HiID活性の影響
第 1節にお いて S PIl発現抑制条件に 釦 〕て もLo n欠損によりSPIl活性が増加す る こ とを明 らか
に した｡ そ こで ､ S PIl 発現抑制条件で培養した Lo n 欠損株 にお いて も ⅢilC､ HilD が増加す るか否
か検討 した ｡ 抗 H ilC､ HilD抗血清を用 いたイム ノブロ ッ ト法に より H ilC､ H ilD タンパ ク賃を検 出
した と こ ろ ､ 低浸透圧 ､ 高酸素条件 ともに Lon 欠損株で H ilC､ HilDが増加 して い る こ とが明らか
とな っ た (Fig.4-1 0)0
Low - o s m o]a rity High
- oxy ge n
｢こ;㌃芯㌫1て言訂芯訂
HiIC
HilD
Figure41 0･ 1m m u n oblotting fordete ctio n of HilCa nd HilDproteins in
wild-ty pe a nd Lo n -depleted ceus grow n u nderSPll
-r epres slng COnditio nsI
Lo w- o s m olaHty c ulture s w e regro w nin L br oth witho ut NaC( under
oxyge n
-Limiting conditions･ High
- o xy gen c u[t res w eregrown in high
- s alt L
broth(1% NaC) u nder high- o xyge n co nditio n s･ Who[e
- c el e xtra cts w ere
s eparatedin a1O % SDS
-
po[yacryla midegelt The proteinsweretra n sferred to
a PVDF_ m em bran e a nd thenim m u n o stain ed with anti- HilCa nd a ntトH‖D
Sera.
さらに抑制条件 にお いて 増加 した HilC､ HilDがSf
'Il遺伝子発現を上 昇させ た可能性 を検討 した ｡
方法 と して ､ SPIl 発現抑制条件下で培養 した H ilC､ H ilD単独欠損あるい は HilC
･ HilD二 重欠損
させ た L｡ n･株および Lo n 欠損株の Al
'
L4活性 を測定 した (Fig.4- ll). そ の 結果 ､ H ilC
･ HilI)二 重
欠損を導入 した株 におい て Lo n 欠損の 影響は 消失した こ とか ら､ SPIl 発現抑制条件下にお い て も
L｡ n によ る S PIl の制御は H ilC と H ilD両タ ンパク質の調節を介する こ とが明らか とな っ た｡
また Lo n 欠損株 の 丘1
'
L4転写活性 へ の HilC または HilD単狸欠損の 影響は培養条件によ っ て異な
っ たo 高酸素条件 におい て は ､ HilC単独欠損で Lo n 欠損によ る Al
'
L4転写 へ の影響はほぼ消失した
が ､ H ilI)単独欠損で は転写活性は変わらなか っ た (Fig.4- ll(B)). しか しな がう､ 低浸透圧条件で
は､ H ilCあるい は HilD単独欠損ともに Lo n 欠損によ る AiL4転写活性増加の 影響はほ ぼ消失した
(Fig.4- ll(A)). こ の こ とは HilCが環境 シグナル を介 した hiL4転写活性の 影響をより強く受けて い
る こ とを 示唆 して い る ｡
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Figure4-11･ Effect ofIo ndisruptio n o n expre ssio n of h]
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u nderS PLlイ ePreS Slng CO nditions･ Lo w
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4章 Lo nの S P11
第5節 考察
本章では Lo n に よる SI'Il の抑制機構を明らかにする目的で研究を行 っ た ｡ Lo n 欠損株 における
s plの 発現 を検討した と こ ろ ､ 中心的な制御因子 A)
'
L4 を含めて SPIl遺伝子の 発現全体が顕著 に上
昇 して い る こ とを見出 した (Fig.4-2)o A1
'
L4の 発現は多く の 環境 シグナル によ り制御されて い るが,
Lon 欠損株で は検討 した全て の 環境条件において hiL4, s lbC の 発現が上昇 して い た (Fig･4-3)｡ ま
た SPIl発現 はマ クロ フ ァ ー ジ 内に取り込まれた後抑制され るが ､ Lo n 欠損株で は感染 24 時間後ま
で S PIl 発現 は上昇 し続けた (Fig.4- 4) こ の ことから､ Lo n の働き は環境因子には依存 せず､ Al
'
L4
発現の 上 流に位置する活性化因子の 分解を介 して ､ S PIl の発現 を調節 して い るこ とが明らか となっ
たc Al
'
L4の 発現を活性化する因子は多数知 られて い るが, そ の 中で も H ilC とHilI)は hl
'
L4の プロ
モ - 夕 一 に結合 して活性化す る . そ こで Lo n の タ
ー ゲ ッ ト因子 と して ､ HilC とH ilDの 可能性を検
討 した ｡ まずLo n ･ HilC･ H ilD 三重欠損株では Lo n 欠損 によっ て 生じた S PIl 発現 とタ ンパ ク質産
生の 増加が完全 に消失 した (Fig.4- 5, 4- 6)｡
一 方､ H ilC または HilDの 単独欠損では Lo n 欠損 によ
る影響は完全に は消失せず､ S PIl の発現 ､ 産生と もに上 昇 して い た ｡ 続 いて ､ Lo n 欠損株 では H ilC
および HilDの 細胞内量が著 しく増加 して いた o そ こ で H ilC､ H ilDの 半減期を算出した と ころ ､ Lo n
欠損株で両タ ンパ ク質 と もに細胞内で著 しく分解が遅 くな っ て い た(Fig.4- 9)o 以上の 結果か ら ､ Lo n
は HilC､ H ilDの細胞内量の 調節 を行う こ とによ り､ SPIl発現 を強力に抑制する因子である こ とが
示唆された o 一 方で ､ Lo n欠損によ り h}
'
1C とh1
'
Dの発現はわずかで あるが上昇 して い た(Fig･4- 7).
これは H ilC とHilDが相互 の プロ モ ー タ ー に作用 し､ 転写 を促進する働きに よるもの 【Lucas and
Le e, 20 0 1;01ekhn ovich a nd Eadn e r, 20 02】 と推測される o 土の こ とか ら ､ Lo n は HilCと HilD を
転写および転写後調節に 関与する こ とによ り ､ 柵艇内量を適切 に調節 してい る と考え られ る ｡
H ilC と H ilDの ア ミノ酸配列 を比較す る と､ C 末端 9 9残基領域の 相同性が高い ｡ こ の 領域 には
Ar aC/ⅩylSフ ァ ミリ
ー タ ンパク質に共通するα-helix-tu r n- α -helix の D N A結合モ チ
ー フが存在する
【Gallego s etal., 19 9 7】. H ilC と HilD は両タ ンパク質 とも Al
'
L4発現 を促進す るが ､ これらは独立
に hl
'
L4プロ モ ー タ ー に結合 し活性化す るこ とが示され て い る 【Sche chte r et al., 19 9 9; Sche chte r
and Le e, 2 0 0 1】｡ Fig.4- 5 の 結果か ら､ Lo n 欠損によ る Al
'
L4発現 の 上昇は H ilC とH ilI)が相加的で
はなく相乗的な効果を示 したこ とに起 因す る ことが明らか にな っ た ｡ こ の こ とは H ilC と HilDは単
独で hl
･
L4発現を促進す るもの の ､ 両方が存在する ときによ り効果的な機能を発揮す る ことを示 唆し
て い る ｡
また以前 Lu c a sと Lee は､ HilCの 欠損は SPIl活性化条件で A1
'
L4の 発現 を減少させ ､ 高酸素や
低浸透圧の ような不倍化条件では さ らに抑制する こ とを報告 して い る 【IJu C a S a nd Le e, 200 1】o また
H ilD欠損も これら の 条件で A1
'
L4発現 を抑制する o しか しながら ､ 本研究で は全て の環境条件におい
て Lo n十株 で H ilCまたは H ilD を欠損させ て もh1
'
L4-1a cZの活性は変化 しなか っ た(Fig･4- 5､ 4- ll)ら
本研 究で は Al
･
L4内 に1a cg アを挿入 した抹 を用 い て検討 して い るが ､ Lu c左s と Le eは Al
'
L4の 下流に
存在 しオペ ロ ンを構成 して い る 1
'
agB 内に 1a cZ Yを挿入した株を用 いて い る o こ の co n stru ctio n の 違
い によ っ て ､ HilC､ H ilD欠損の影響が異なっ た と考えられる ｡
HilC､ Hill) と同様 Ar aC/ⅩylSフ ァ ミリ
ー の 制御因子 に属する RtsA が hiL4の活性化 因子として
同定 された 【Elle r m ei r a nd Sla u ch, 2004】o RtsA は AIL4の プロ モ ー タ ー に直接結合 し, HilC､
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4章 Lo nの_墨里ij
HilDの 働き とは独立 して b
'
L4発現を誘導する o 本研究で Lo n'株で H n C､ H ilI) の両タ ンパ ク質 を
欠損させて も h
'
L4-1a cZが発現 した (Fig.4- 5) 事実は､ RtsA が h
'
L4プロ モ ー タ ー を活性化 した こ と
に起因 して い る ことが考え られる o また､ Lon 欠損によ っ て 生じた A1
-
L4活性の 増加はflilCと HilD
を欠損させた ときに完全に消失した o この こ とか らRtsA はHilCと HilI) と同じ Ar aC/ⅩylS フ ァ ミ
リ ー に属する もの の ､ Lo n によ っ て分解されhl
'
L4発現を抑制する こ とはない と考える こ とがで きるo
splは小腸上皮細胞か ら侵入する の に用 い られサル モネ ラの 感染に必須で ある ｡ 第 2 章で Lo n 欠
損株は小腸上皮細胞か らの 侵入能が冗進する こ とが明らか とな っ た (Fig･2- 6)o Lon
'棟内で Al
'
1C ま
たはhl
･
1Dをプラス ミ ドで多量 に発現させた とき ､ これらの 株は S PIl エ フェ クタ ー タ ンパタ質の 分
泌が増加 し､ 上皮細胞侵入能も克進 した (o u r u npublisbed data)｡ この こ とか ら ､ Lo n 欠損株 の 小
腸上皮細胞侵入能 の 冗進は ､ HilC とHilDの 細胞内量が増加 した こ とによ っ て SPIl遺伝子の 発現が
上 昇した こ とに起因して い る と考えられる ｡
また S PIlはマ ク ロ フ ァ ー ジ の アポ ト
ー シス を誘導す る 【Mo n a ck etal., 2 0 0 1】o 第 3 章で Lo n 欠
損株は SPIl 依存 的にカス バ - ゼ ー 1 とカス バ - ゼ ー 3 の活性化 を介 した マ ク ロ フ ァ
ー ジ アポト ー シ
ス を感染の 初期段階で誘導する こ とを明らか に した ｡ さ らに ､ Lo n＋株はフ ァ ゴサイ ト
- シス によ り
細胞内に取り込まれ る と Al
'
L4の 発現 は抑制されるが ､ Lo n 欠損株では細胞 内に取り込 まれた後 も
hl
･
L4が発現 し続ける こ とが明らか とな っ た (Fig.4- 4)｡ こ の こ とか ら ､ Lo n欠損株によ っ て誘導され
る過剰なマ クロ フ ァ ー ジ アポト ー シス は､ S PIl 発現 の 通常の 抑制 シス テムが働かず発現 し続 ける こ
と に起因する と考えられ る o 早期の マク ロ フ ァ ー ジアポ ト ー シス 誘導は感染初期にサル モネ ラがフ ァ
ゴサイ ト - シス を回避する の に利用 して い る と考えられ て い る ｡ しか しながら , サルモ ネラが全身感
染を発症す るため には､ 臓器で の過剰なアポト
ー シスは菌 に と っ て 有害で ある と考えられる ｡ そ のた
めサルモ ネラは細胞内で増殖 ､ 回避 ､ 新たな細胞 へ 侵入す るため に ､ Lo nを用 い てア ポト
ー シス の誘
導を適度に制御 して い る と思われ る ｡ また S PIl 発現は上皮細胞侵入後細胞内で抑制 さ れ この こ と
がサル モネ ラの 細胞内増殖に必須で ある こ とが示された 【Boddicke r a nd Jo n e s, 2 00 4】o こ の 発現調
節 にも Lo n の 関与が示唆 されて い る ｡ SPIl 発現抑制因子 として HilE と H ba が同定されて い る ｡
H ilEは HilI) と相互作用 して hl
'
L4の 転写を抑制する 【Ba xte r etal.,-2 003】o H ha は D N A結合タン
パ ク質で あり ､ hl
･
L4転写を抑制する [Fahle n etal･, 2 0 0 1】. H ilE または H ha 欠損は hl
'
L4発現を増
加させ ､ 小腸上皮細胞侵入能も冗進するが 【Fahle n etal” 2 0 0 1;Ba ∑te r etal･, 2 0 03】､ 細胞内で の
spll発現調節 へ の 関与は小 さい ことが示唆されて い る 【Boddicke r a nd Jo n e s, 2 0 04】o 以上 の 結果
か ら､ L｡ n に よる SPIl発現の 抑制は 上皮細胞およびマク ロ フ ァ
- ジ 内での 生存､ 増殖 に必須で ある
こ とが考えられ る｡ E ri ks s on らは s e r ov a TTy･phim uriu m が マ ク ロ フ ァ
ー ジ内で増殖する際の 転写を
D N Aマイク ロ ア レイで 包括的に検討し ､ その 結果hl
'
1 C とh1
'
1Dの 発現は減少する こ とが明らか にさ
れた 【Erikss o n etal” 2 00 3】o サルモ ネラは どの ように して細胞内で HilC とflilDの 量を厳密に制
御して いる の だろうか ?第 1章で はマ ク ロ フ ァ ー ジ内に会食されたサル モネラが Lo n を含むス トレ
スタ ンパ ク賃 を誘発す る こ とを明らか に したo細菌は宿主環境などに適応する ためにス トレス タン/1
o
ク質を誘発す る 【Mo rim oto etal., 194】｡ こ の こ とか らサル モネ ラはフ ァ ゴサイ ト
- シス によりマ
ク ロ フ ァ ー ジ に取り込まれた後 , Lo n の 細胞内量が増加し､ この 増加 した Lo n が HilC､ H ilDの 分
解を促進 し､ HilC､ H ilDの 細胞 内量を低下させ ､ SPIlおよび Al
'
1C, 丘]
'
1D自身の転写を抑制して い
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4童 Lo nの SPIl
る と考えられ る ｡
グラ ム陰性病原細菌の 多 く は病原性 発現 に SPIl のようなタイ プ ⅠⅠⅠ 分泌機構 を必要 とする o
ps edo m o D a S SJm
'
nga eの Lon が HrpT T SSの 発現抑制因子である HrpR の 分解に 関与す る こ とが明
らか にされて い る【Br etz etal., 20 02】｡ また YeTSln l
'
a pe stisで もIJO nがYopT T SSの抑制因子 Ym oA
の 細胞内調節 に関わる こ とが示唆 されて い る 【Ja cks o n et al., 2 00 4】o 本研究 と これらの 報告か ら､
病原細菌の T T S S調節の 多く に Lo nが重要な役割を果たして い る こ とが推測 される ｡
本研究結果か ら､ Lo n の 基質 と して HilCと HilD を同定 し､ SPIl発現の 抑制機構 と して非常に重
要で ある こ とが明らか とな っ た o しか しながら Lon がどの よ うに して H ilC と HilDの 分解調節を選
択 して い るの か現 時点では 不明で ある ｡ こ の こ とを理解するた め には Lo n によ る HilC, HilDの 基
質認識 と分解機構 を明 らか にす る必要がある ｡ Lo n による基質認識お よび分解機構につ い て は多くの
研究者の 間で盛ん に行われ て い るが, 詳細 に つ いて はい まだ解明されて いな い ｡ 本研究で明らか にな
っ た H ilC､ H ilDは同じ作用 をもつ類似の タ ンパク質で ある こ とか ら ､ 今後 Lo n と HilC, Hill) の
相互作用 を詳細 に解明する こ とによ り Lo n によ る基質の 認識と分解機構 の研究に大い に貢献する こ
とがで きる と考 え られ る ｡
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総括
生物 を取り巻く環境 は様 々 に変化 し､ 時にはそ の 生育を阻害する要因となる D 細菌か ら ヒトに至る
全て の 生物は これ ら環境変化を素早く感知し ､ そ の影響を最小限に食い止め , 生存 を可能にする防御
機構を も っ て い る ｡ こ の 機能の 中心は , ス トレスタ ンパ ク質と呼ばれる特定の 一 群タ ンパ ク質の 合成
を誘導す るス トレス応答で ある ｡ 細菌は病原性発現までの 多段階の 間に ､ 宿主の 免疫応答などによる
低 p臥 活性酸素群 ､ 活性窒素酸化物 ､ 抗原タ ンパク質などの 様々 なス トレス に曝され る ｡ これら宿
主の 防御機構に対抗するため ､ 細菌 はス トレス タ ンパク質を用 いた防御機構 を必要 とする こ とが予想
される .初期感染 に発動される生体 防御機構 の 中心は マ ク ロ フ ァ ー ジ等の 食細胞によ る食菌作用 であ
る o 本研究に お い てサル モネ ラが マク ロ フ ァ ー ジ内の 過酷なス トレス によ りス トレス タ ン/t
o
ク質を誘
発合成する こ とを明らか に した｡
これ まで にサルモ ネラを は じめ とする細胞内寄生細菌 にお いて ､ HtfA の などの ス トレス タンパ ク
質が病原性発現に 関与する こ とが証明されてきたo ス トレス タンパ ク質の 中で も ､ A A A'プロテ ア
ー
ゼは細胞内プロ テ オリシス の 大半を担う重要な プロテ ア ー ゼフ ァ ミ リ ー を形成して い る oそ こ で本研
究では A A A＋プロ テ ア ー ゼ ､ 特 に Lo n に注目し､ S. e nte n
-
c a s e r o v a rTyphim uriu m の 病原性発現に
お ける 役割を検討した｡ 本研究に より得られた結果を以下 に要約 した 0
1. A A A･プロ テ ア ー ゼ Lo n､ CIpX P､ CIpA P､ HsIV Uの うち ､ Lo n と CIpX Pがサル モネ ラの 全身
感染発症 に必須であ っ た ｡ さらに Lo n 欠損株は マウス
■
に対 して弱毒化す る と同時に持続感染す
る こ とが明らか とな っ た ｡
2. Lon は マク ロ フ ァ ー ジ内生存 ･ 増殖能を正 に制御する 因子で ある こ とが明らか とな っ た ｡ サル モ
ネラがマ ク ロ フ ァ ー ジ 内殺菌機構 を回避する手段 として ､ 感染初期における酸化的攻撃 へ の 適応
と後期における S PI2 タ ンパク質を用 い たメ ンプラ ントラフ イ ツ クの 変化があるが､ Lo n は両方
の 適応機構の 制御に関わる こ とが示唆された｡
3. Lo n 欠損株で は小腸上皮細胞侵 入能および感染初期の マク ロ フ ァ ー ジアポト ー シス誘導が冗進
して い た o こ れはS PIl タ ンパク質の産 生増加に起因して い たo
4
. SPIl過剰産生によ る Lo n 欠損株の過剰な マ クロ フ ァ ー ジ アポト ー シス誘導はカスバ - ゼ ー 1お
よびカ ス バ - ゼ - 3 の活性化経路を介して い たo 従来病原細菌の T T SS を用いたアポト ー シス は
カス バ - ゼ ー 3活性化 を経ない アポト - シスで ある と報告されて きたが､ 本研究におい て 過剰な
sI,Il タ ンパク質 によ りカス バ - ゼ ー 3 が活性化されアポト
ー シス
■
が誘導される という事実が初
めて 明らか とな っ た ｡
5. Lo n は SPIl の発現を強く抑制す るこ とにより産生を調節して い た｡ SPIl 発現は環境シグナル
などで 制御されて おり ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ内で は抑制されるが ､ Lon 欠損株で はマ ク ロ フ ァ
ー ジ感
- 51-
染後も S PIl転写およびタ ンパ ク質産生が克進されて続 けた ｡ こ の こ とが過剰な アポト ー シス を
誘導 して い る と考え られた ｡
6. Lo n は S PIl の中心的な制御因子である HilAの転写活性化因子である HilC と HilD を介して
S PIl発現 を調節 して い る こ とが 明らか とな っ た ｡
7. Lo n は HilC と HilDを分解する こ とによ り細胞内調節を行う こ とが示唆された o
マク ロ フ ァ ー ジ は宿主 に と っ て 様々 な病原細菌 に対す る防御の 重要な砦である o 一 方 ､ サル モネ ラ
の ような細胞内寄 生性 を有する細菌に と っ て マク ロ フ ァ - ジは増殖 の 場で あり , そ の 中で様 々 な病原
戦略が展開される ｡ マク ロ フ ァ ー ジ と病原細菌の相互作用は感染 の 成否を決め る重要なステ ッ プで あ
る とい える｡ サル モネ ラの 生体内生存に と っ て マ ク ロ フ ァ - ジアポ ト ー シス 誘導と細胞内増殖は相反
する事象で あるが ､ い ずれ もサル モ ネ ラの感染に必須な病原戦略である ｡ 本研 究より , サル モ ネラは
感染初期にお い て は マク ロ フ ァ ー ジ内で Lo n プロ テア ー ゼ を誘発させ ､ HilC､ Hill)の細胞内量を抑
制 して S PIl レベ ル を適切に調節する こと により ､ 細胞の アポト
ー シス 誘導を適切な レ ベル に制御し､
自らの 増殖の 場を確保して い る と考え られる ｡ さら に感染中盤以降は ､ Lo n によ っ て S PI2 タンパ ク
質の 分泌を促 しマ ク ロ フ ァ ー ジ 内増殖を可能 にす ると考えられる ｡ サル モネ ラは Lo n を利用 して ､
感染の 各段階で マ ク ロ フ ァ ー ジ と相互作用 する こ とによ り ､ 全身感染を可能 にする と考えられ る ､
ヒ トと細菌感染症 との 戦 い は長 い 間行 p脚
われて い る が､ 全て の 感染症に打ち勝 つ
有効な手段 は現代 にお い て も手に して い
ない ｡ 本研 究で 明らかに した知見 を基 に
さらに研究 を進 める こ とに よ り感 染症の
分子機構を明らか に し､ さ らにはそ の 治
療や予 防に活用 するために有用 な知見が
もた らされ る と期待され る ｡
Figure. Regu[atory c a sc ade of Salm o n ella pathogenicity
island 1(SPIl) ge n e e xpre ssio n by Lo n protea s ein
m a crophages
- 52-
の部
実験の 部
材料の項
1) 菌株
使用 した菌株はす ベ て Tablel に記載した ｡
Tab[el Ba cterialstrain s u s ed inthis study.
料の碩
strain Re-e v a ntpr ope rtie s
a Refe re n c e o r s o u rc e
S. ente rica s e ro v arTy phim uriu m
x33 06
x3456
C S 200 7
C S 2011
C S 202 2
C S 204 3
C S20 9
C S 2110
C S 211 4
C S 211 6
C S 211 8
CS 21 3 0
C S2134
C S 2 13 6
C S 213 8
C S 215 2
C S 21 56
C S 21 58
C S 21 60
C S 22 3 9
C S 2 347
CS 240 6
CS2 409
C S 2411
CS241 5
CS241 7
Vir ule ntstrain, g yrA
S R-11, pStS R I OO::Tn m I
'
n ]
'
tet;ⅥruLent
clpP::Cm in x3 30 6
phoP::Km in x33 06
Io n::Cm in x3 30 6
hsIV::Km in x33 06
C S 20 22 ha rboring pT K Y 5 30
hI
'
A::Tn51a cZ Yinx33 06
in vF::Tn5/a cZ Y in ^L330 6
sipA::Tn5/a cZ Yin x3 306
sI
'
pC::Tn5la cZ Y in x33 06
hI
'
A::Tn5/a cZ Y in C S 20 22
sipA:
I
.Tn5la cZ Yin C S2022
sI
'
pC::Tn5Ia cZYin C S 202 2
/
'
n vF::Tn5/a cZ Yin C S 20 22
h/
'
IA::Tn5la cZ Y in C S 2 011
/
'
n vF::Tn5/a cZ Yin C S 2011
sI
'
pA::Tn51a cZ Y in C S 2 011
s/
'
pc::Tn5/a cZ Y in C S 20 11
C S20 2 2 harbo ring pM VVl1 9
x3 30 6harboring pM W l1 9
clpA::Km in x3 30 6
x330 6ha rbo ring pT K Y5 59
x3306 ha rboring pT K Y5 62
C S 2 02 2 ha rboring pTKY 55 9
C S 2 02 2 ha rboring pT K Y 562
Gulig a nd Curt
'
L S S,(1 98 7)
Pro vided byH. Mats ui
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
- 53 -
料の
Tab一e1(continu ed)
C S 272 2
CS27 23
C S 27 24
C S 2 725
C S 2 732
C S 2 733
C S 2 734
C S2 735
CS 2 74 6
C S 2 74 7
C S 275 0
C S 27 51
C S 27 65
C S2766
CS 2 76 9
C S 2 77 0
C S 2 80 2
C S 2 80 3
C S 281 3
C S281 4
C S 281 5
C S 281 6
C S 281 8
C S 28 2 0
C S 2 821
CS2823
CS2 84 7
C S 284 8
C S 28 49
C S 28 50
C S 28 59
C S 28 6 0
C S 29 2 0
C S 2 921
C S 2 92 2
AhI
'
/C in CS2 0 22
Ahi[D in C S 20 22
A hI
'
C in ･L3 30 6
A h/
I
D in x3 30 6
hilA::Tn5/a cZ YinCS 272 4
hiIA::Tn5/a cZ Yin C S 27 25
Io n::Cm in CS2 73 2
/o Jl::Cm in C S 2 7 33
I
'
n vF::Tn5/a cZ Y in C S272 4
sI
'
pC::Tn51a cZ Yin C S 272 4
/
'
n vF::Tn5la cZ Yin CS27 25
sipC::Tn5/a cZ Y
I
L nC S 27 25
Io n::Cm in C S 2 74 6
Io n::Cm in C S 2 74 7
/o n::Cm in C S 2 75 0
/o n::Cm in C S 2 7 51
A hilC A hI
'
/D in x3 30 6
Ahi/CAhilD in C S2022
x3 30 6harboring pT K Y 566a ndpT K Y 601
C S 2 02 2 ha rboring pT K Y 56 6andpT K Y6 01
hiIA::Tn5/a cZ Yin C S 280 2
in vF::Tn5/a cZ Y in C S 28 02
s/
'
pC::Tn5/a cZ Y in C S 28 02
hI
'
A::Tn5/a cZ Yin C S 28 03
in vF::Tn5/a cZ Y in C S 2 80 3
s]
'
pC::Tn5/a cZ Yin C S280 3
c s 2 80 2 ha rboring pT K Y 65 2a nd pZ A 4Ia c/
q
c s 2 80 2 ha rboring pT K Y 65 3a nd pZ A 4/a c/
q
c s 2 80 3 ha rboring pT K Y 6 52a nd pZ A4/a cl
q
c s 2 8 03 harboring pT K Y 6 53a nd pZ A4/a cl
q
c s28 02 harboring pT H 18 kr a nd pZA 41acf
7
cs28 03ha rboring pT H 1 8kr a nd pZ A 4/acF
C S2 724harboring pT K Y 5 59
C S 2 725harbo rin9 PT K Y 5 59
C S 272 2 harbo ring pT K Y 5 59
T his study
Tilis study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
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Table 1(co ntin u ed)
C S 29 23
C S 29 24
C S 29 2 5
C S 2 926
C S 2 92 7
C S2928
CS 29 29
C S 29 30
C S 29 31
E E 63 3
E E 63 8
E E 63 9
EE658
E. c ol/
I
B L21(D E 3)
D H 5α
D H5αZI
S M 1 0(九pI
'
r)
S M 1 7-1フしPir
CS 27 23 ha rbo ring pT K Y 5 59
C S28 0 2 harbo ring pT K Y 5 59
C S 28 0 3 harbo ring pT K Y 559
C S 2 72 4 harbo ring pT K Y 56 2
C S 2 72 5 harbo ring pT K Y 56 2
C S 2 72 2 ha rboring pT K Y 56 2
CS 2 72 3 ha rboring pT K Y 56 2
C S 2 8 02 ha rbo ringpTK Y 5 62
C S 28 03 ha rboring pT K Y 5 62
s/
'
pA::Tn5la cZ Y in S L13 44
sipC::Tn5/a cZ Y in S L1 34 4
in vF::Tn5/a cZ Y in S L1 34 4
h/
'
IA::Tn5Ia cZ Y in S L134 4
F
-
o mpT hsd SB(rB
-
m B
-
; an E. c o/i Bstrain)witha 九 prophage
c arryl ngthe T7 R N Apolym era s eg n e
F
-
, e cA end AgyrA th]
･
hsd Rs upE reIA A(Ia cZ YA
-
-a rgF)de oR
4)80/a c(AIa cZ)M 1 5
D H 5α la clq
thrJ
'
thr/e uto nA la cYs upE re cA::R P 4-2 Tc::MuKm フしP/
'
r
R P 4-2 Tet::Mu - Ka n::Tn7Lpir
This study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his s
■
tudy
Bajajeta/. ,(1 9 96)
Bajajeta/. ,(1 9 96)
Bajajeta/.,(19 96)
BajajetaI.,(19 9 6)
Our c oIIe ctio n
Our c olle ction
Ou r c o‖e ctio n
Ou r c oI[e ctio n
Our c o一le ctio n
a
. A breviatio n s: Cm , chtora mphe nic ot-r e sita n ce;Km ,kan a myctn
-r e sista n c e
2) プラス ミ ド
使用 した プラス ミ ドはすべ て Table2 に記載した｡
Table2 P[a s mids u s edinthis study.
p]a s mid Rele v a ntpr ope rtie s
a Refe r e n c e o r s ou rce
pT K Y 229
pT K Y 320
pT K Y 323
pT K Y 34 9
pT K Y 5 01
pT K Y 5 03
Carrylng O瓜 of R 6K and o r汀 of R P 4
pT W 2 29witha l･3kb Fspト Pstlfragm e ntc o ntaining clpP reg‡o n
pT K Y 32 0c arry暮ng C/pP::Cm
pT K Y2 29with a2･4 kbMIuトPstlfragm e ntc o ntaining clpP::Cm
pT7 Blu e-2with a0.5kb fragm e nt
'c o ntaininga pa托 of /o n
pT K Y 5 01c arryln9/0 ∩::Cm
Ou r cd[e ctio n
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
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Tab一e 2(continu ed)
pT K Y 511
pT KY51 3
pT KY51 4
pT KY51 8
pT KY51 9
pT K Y 5 30
pT K Y 5 35
pT K Y5 36
.pT K Y5 59
pT K Y 56 2
pT K Y 56 6
pT KY570
pT K Y 571
pT K Y 57 2
pT K Y 5 73
pT K Y 5 89
pT K Y 5 90
pT K Y6 01
pT K Y6 06
pT K Y6 0 7
pT K Y6 3 9
pT K Y 64 0
pT K Y 64 1
pTK Y64 2
pT K Y650
pT K Y 6 51
pT K Y 6 52
pT K Y 6 53
pC B1 8 2
PC L P OI
pC V D 4 42
pH S G 39 8
pM W l1 8
pM W l18 K
pM W l1 9
pNK2 88 4
pT7 BIu e-2 with a0.5kb fragm e ntco ntaining apa什 of hsIV
pT K Y2 29 with a1.6kbPstl- H/
'
nd mfragm e ntc arylngJbn ::Cm
pT 7 BIu e-2 witha 2.8 kb fragm e ntc o ntain mg c.
]
pA
pT K Y 511c a rryl nghsIV::Km
pT KY 2 9with a nEcoR トSan fragm entc arry[ng hsIV::Km
pM W l1 9c arrylngthe/o nge n e
pU H E21 2
-1 with 1 781 bpfragm entc ontainlng S/
'
pB
pUHE21 2
-1 with 1 230 bpfragm entc ontaining s]
'
pC
pC B 1 8 2with 5 0 63 bpfragm entc ontainin9/1〟C pro m oter
pC B1 8 2with 1 061 bpfragm entc o ntainingh/
'
IDpro m oter
pCB 182 with1 2 0 4 bpfragm e ntc o ntain]nghl
J
/Aprom oter
pU H E 2 12- with 9 50 bphilC fragm e nt
pU H E 2 1 2- with 1 0 50 bp/1〟βfr agm ent
pH S G 3 98with 9 50 bph/
'
ICfragm e nt
pH S G 3 98with1050 bphI
'
lD fragm e nt
pT K Y 51 4c arrying CIpA::Km
pT K Y 2 2 9with M /uトSal[fr agm e ntc arryLng CIpA::Km
pM W l1 8 Kwithr-[u cife ra s ege n e
pU H E 21 2
- with 18 36 bph/
'
lA fr agm e nt
pU H E 21 2
-1 with 91 8 bpin vF fragm e nt
pT K Y5 72c a rry-ng30 8 bphJ
'
/ C Bcl[-NrulreglO n-disr uptedge n e
pT K Y 573c a rryLng455bphi/D Hinc=
- H/
'
n cur eg10 n
- disr uptedge n e
pcv D4 4 2with Sa cL-Sphlfragm e ntc o ntainhgh[
'
lC disr uptedge n e
pCVD442 with SacトSph[fr agm e ntc o ntaininghi/D dis ruptedgene
pUH E 21-2Afd1 2with 95 0 bphI
'
/C fragm e nt
pU H E 21-2 △fd1 2with 10 50 bph/
I
D fragm ent
pT H18kr with Ec oR トPstlpT K Y 65 0 fragm e ntc o ntaininghiICge n e
pT H 1 8kr with Ec oR トPst]pTKY651 fragm e ntc o ntaininghI
'
lDge n e
Pro m oter c[on[ngv e cto r
Carrylng E. c o//
'
clpP
pI
'
r-depe n e nts uicide v e ctor c arry[ng s a cB
Clo nJ ng Vector
Low - c opy- n u mberp[a s mid
Km
r
a nd Ap
s
deriv ativ efro mpMVVl1 8
Lo w- c opy- n u mbe rpla s mid
Ca rryl ng Cm
r
ge n e c a ss ette
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
This study
T his study
This study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
T his study
Schn eide r a nd Be ck,(1 9 86)
Provided byM. Kitaga w a
Do n n e nber9a nd Kaper,(1991)
Our c ollectio n
Our c olle ctio n
T his study
Our c olle ctio n
Our c o]Je ctio n
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Tab[e2(continu ed)
pR しn u】I
pT 7 Blu e
-2
pT H 1 8kr
p m 22 9
pUC4 K
pU H E2 12
-1
pU H E 2 1
-2△fd1 2
pz A 4/a cβ
Carrylng トIu cifer as egene
C[on[ ng v e ctor
Lo w- copy- n u mbe r vecto r
CIo nl ng V e ctor
Carryt n9 Km
｢
ge n e c a s s ette
N⊥te r min al His-tag v e ctor
PAIIa cO_1 Syste m V e cto r
la clqSp
Pro m ega
Our c olle ctio n
Hashim oto- Gotoh etaf. ,(2 0 0 0)
Our c olle ctio n
Our c o[暮e ction
Ga m er eta/. ,(1 99 2)
Ga m er ef∂/. ,(1 99 2)
Our c olle ctio n
a. Ab breviatio n s:Cm , chlora mphe nicoトresita n c e;Km ,ka n a myc[n イe Sista n c e;Sp, spectin o mycln イeSista n c e.
3) 細菌培養用培地
細菌の 培養 には以下の培地を用い た｡
L broth
Trypto n e(D肝C O) 1 0g
Ye a ste xtra ct(D]F C O) 5g
NaC】 5g /L pH 7.4
L寒天培地は上記の 組成に aga rを 1.5%の濃度にな るよう に加えた ｡
S O C培地
Trypto n e(DIFC O) 2 09
Ye a stextra ct(DLF C O) 5g
NaC暮 0.58 4g
K C1 0.18 6g /L
別に MgS O4､ MgC12と glu c o s eを溶解 , 滅菌し ､ それぞれ終濃度 10m M , 1 0皿M ､ 2 0m M とな るよう
に無菌的に混合する ｡
M 9m ediu m
Na2H P O4 I 1 2 H20 1.1 34g
K H2PO4 3g
NaC] 0.5g
N H4C1 19 /L
別に Glu c o s e､ MgS O4､ CaC12､ Ca s amin o a cid､ Vita min Blを溶解､ 滅菌し ､ それぞれ終演度o･4 %､
2m M ､ 0.1m M ､ 0.4 %､ 0.00 0 5% とな るよう に無菌的に混合する｡
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N･ minim a] m ediu m
lOx N-s alts
lOOmM K H2P O4
Ca s a min o a cid
8m M MgC[2
1 0m L
lm L
lm L
I O OけL /1 00m L
N一 皿 m - aga rは上記の 組成に aga rを 1.5 % の濃度になる ように加 える｡
1 0x N･s a)ts
Bis-Tris 2 0,9 2g
K C1 0.379
(N H4)2S O4 19
K2S O4 0.0 9g
Glyc ero1 49 /10 0m L
HClで pH 5.0 に調製した後に 0.22LLm フ ィ ルタ
ー で無菌的に調製するo
料の
4) 培養細胞および培地
R AW2 64.7細胞は北里 生命科学研究所の菊池博士に ､ J7 74.1細胞およびIntestin e-4 07細胞は杏林大学
の 神谷博士 に分与い ただき ,培養 には D M E M(Dulbec co
'
s m odifi
.
ed Eagle
'
s m ediu m;SIGM A)を用 いた o
添加した F BS(Fetalbovin e s er u m)は J R H Bios cie n c e社製の もの をロ ッ トチ ェ ッ クにより ､ 本細胞の揺
養に適した ロ ッ トを選択 して購入 した o
5) 実験動物
使用 した マ ウス は B AL B/c マ ウス を用 い ､ 全て 5-11週齢の もの を用い た｡
6) 抗体および抗血清
s. ente n
'
c a s e r o v a rT5,phim uriu m の SipB､ SipC､ In vF, H ilA､ H ilC､ HilD に対する各抗血清は北
海道医療大学歯学部の磯貝恵美子博士 に作成して いただい た ｡ また Ss eD に対する抗血清は Dr･ M ･
H e n s el か ら分与された o イムノブロ ッ テイ ン グの 2 次抗体にはアルカ リフ ォス フ ァ タ
- ゼ標識抗ウ
サギIgG ヤギ抗体 を用 いた ｡
7) 薬剤
Ap､ Cm ､ K m ､ Sp は和光純英株式会社 , Gm , Nalは SIGM Aよ りそれぞれ購入 したo
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8) 酵素試薬
制限酵素お よび修飾酵素な どは宝酒造 ､ ニ ッ ポン ジ ー ン , N e w Engla nd Biolaもs､ 東洋紡績 ､ シ グマ ､
Roche の 各社 より購入 した . QIA E XⅡ Gel Extr a ctio n Kit は QIA GE N より ､ T her m oSequ en a s e
nu ore s c e ntlabeledprim er cy le sequ e n cingkit with 7-de a z a- dGT Pは A m ersham よりそれぞれ購入 し
た ｡
9) アガロ - ス ゲルおよびア クリルア ミ ドゲル電気泳動
アガロ - ス は日本ジ ー ンおよび m 4:CBiopr odu cts社より購入 した o アクリルアミ ド, N - N ビス メチレ
ンアクリル ア ミ ド, 過硫酸ア ン モ ニ ウム ､ SDS､ CB B､ T E M E Dは和光純薬抹式会社よ り購入 した ｡
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方法の項
方法の
1) 染色体 D N A の調製
Sta uffe r【Sta uffe r etal. , 1 98 1】 らの方法に従い以下の ように調 製したo
まず菌を対数増殖期後期まで培養し､ 培養液 40m L を集菌す る｡ 菌体に 0.1 5 M NaCl- 0.1 M EI) T A蚤
2.5m L 加え る ｡ 懸濁後､ 0.1M NaCl-0.1 M Tr is- HCIpH8.0- 1 %SDS溶液 を 15m L加 え転倒混和し ､ -s o℃
で凍結させ , その 後65度で融解するo 凍結融解を3回線り返した後､ 等量(1 5m L)の Tr isI S atur atedphe n ol
を加 え ､ 20分間転倒混和する｡ 室温 で遠心分離(16,0 00×g､ 10min)後 ､ 水屑を分取 ､ 等量(1 5m L)の CIA A
を加 え ､ 1 0分間転倒混和す る｡ 室温 で遠心 分離(16,0 00× g､ 1 0min)後､ 水層を分取 し, エ タノ
ー ル 30皿 L
加え , 決色体 DNA を析出させ , 回収した ｡ 70% エ タノ
ー ル を 80 0LLL 加え ､ 4℃ で遠心分離(1 8,0 00×g､
5min)後, 上層を完全に除去する. 減圧乾燥後､ T E buffe r300LLL に膨潤させ るo
2) プラスミ ド D N A の調製 【Sa mbro ok etal. , 1 98 9】
A lkalin elysis 法により調製を行 っ た ｡
まずプラス ミ ド保持菌を対数増殖期後期まで 培養し , 培養液 3mL を集菌するc 菌体に Solutio nI を
60LLL加える .磨濁後 , l on g/m L IJyS Ozym e溶液を4 0トLL加 え横枠し､ 5分間室温放置するo 次に SolutionII
を2 0叫L 加え ､ 転倒混和後､ 氷上 5分間放置する ｡ 更 に ､ 3 M酢酸カリウム溶液を 15叫L 加えて 転倒混
和後､ 氷上 10分間放置する o 4℃ で遠心 分離(18,0 00×g､ 10min)後 ､ 上浦を分取 ､ 等量 (4 50LLL) の
Tr is- s atu r atedphe n olを加え､ 5分間転倒混和する o 室温で 遠心分離(16,0 00×g､ 5min)後 ､ 水層を分取 ､
等量(4 50pL)の C払 A を加 え ､ 3分間転倒混和する｡ 室温 で遠心分離(16,00 0×g､ 5min)後､ 水層を分取 し､
エ タノ ー ル 1m L加 え , 5分間室温放置するo 室温 で遠心分離(1 6,00 0×g､ 5min)後 ､
一
上層を完全に除去す
る｡ エ タノ ー ル を-8 0叫L加え , 室塩で遠心分離(16,00 0×g, 5min)後 ､ 上層を完全に除去するo 減圧乾燥
後 ､ T E buffe r20pL に膨潤 させ るo
プラスミ ド D N Aを塩基配列決定に用 い る場合には以下に示す R Na s e処理および P E G沈殿を行っ た｡
まず R Na s eA を終濃度 10LLg/m L となるように D N A溶液 に加え ､ 37℃で 30分 間イ ンキ ュ ベ
- 卜する｡
そ こに 0.6 倍容の 2 0%PE G800 0/2.5M NaCl 溶液を加え ､ 1 時間以上 氷上 に放置する ｡ 4℃で遠心分離
(18,00 0×g､ 1 5min)後､ 上層を完全に除去 し､ エ タノ
ー ル で洗浄するo 4℃ で遠心分離(1 8,00 0×g､ 1 5min)
後, 上層を完全に除去 し､ 減圧乾燥後 ､ TEbuffer2 0pL に膨潤させる o
収量は制限酵素反応後 ､ アガロ - ス ゲル電気泳動を行い ､ ethidiu mbr omi de染色像か ら推定した o
So[utio nI
25m M Tris- H CIpH 8･0, 1 0m M E D T ApH 8･0, 5 0m M GIu c o s e
Solutio nI[
1%S D S, 0.2 % NaOH
Tris- s atu r ated phe n oT
phe n oLc o ntainingO･1%hydr o xyquin olin eequi]ibr ated witha n equ alv olu m e of O･4MTris
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CIA A
C h暮or ofo r m :1s o a mylalchol ≡ 24:1(vル)
T E buffe r
l Om M Tris- HCIpH 8.0, 1m M E D T ApH 8.0
3) 制限酵素反応 【Sa mbro ok etal. , 19 8 9】
制限酵素反応は各社の 示す相対活性デ ー タ を参考に ､
方法の
適当な Re a ctio n buffe rを用 いて 行 っ た o 反応は
3 7℃で 2 時間か ら4 時間行 っ た o 反応の 進行はアガロ - ス ゲル電気泳動により確認した o
4). DN A の電気泳動 【Sa mbro ok etal. , 1 98 9】
DN A の電気泳動は制限酵素反応液な どにStopdye s olutio nを1/5容量加えて 反応を停止し ､0.8 - 1･2 %
の アガロ - スゲル を用 い て TA E buffe r中でサ ブマ リン型 A E- 13(和科盛)は1 20 V､ M upid
℡
-2(コ ス モ ･ バ
イオ)は 100 V の定電圧 で電気泳動を行っ た ｡ 泳動後ゲル は1帽/m L ethidin m br o mide溶液中で 1 5分間
染色された後､ 数回水洗い トランス イルミネ 一 夕 - F ASⅡ(東洋紡績)により D N A バ ンドを観察 した o D N A
フ ラグメン トのサイ ズは九フ ァ ー ジ D N A(宝酒造)の m tldIII消化物をサイズマ
ー カ ー とする ことにより算
出した ｡
T A E buffe r
4 0m M Tris- a c etate pH 8.0, 1m M E D TApH 8.0
5) DN A断片の精製
D N A断片はアガロ - ス ゲル電気泳動後, etbidiu mbr o mide 染色像より断片の ある部分の ゲル を切り出
し､ QIAE X IIGel Extr a ctio nK it(QIAGE N)により精製 したo
6) 平滑末端化
D NA 断片の 平滑末端化は D N A BltlntingK it(宝酒造)を用い た o 反応条件な どは添付文書に従っ た o
7) ライゲ - シ ョ ン
DNA 断片の 結合は T4 DN Aliga s e(Roche)を用い た｡ 反応条件な どは添付文書に従っ た o
8) 形質転換
大腸菌とサルモ ネ ラの 形 質転換にはそれぞれ(1)CaCl望法 ､ (2)Ele ctr opr ation法を用い た e
(1)CaC12法 【M adela ndHiga, 1 970】
50mM CaC12溶液処理により ､ c o mpete ntcellを調製した o こ の c o mpete ntcell 2 00LLいこ適当量の D N A
を加え 氷上に 3 0分間放置し､･42℃ で 3 0秒間熱ショ ッ クを与え ､ 1m L のSO C培地 を加えて ､ 3 0℃ で 1
時間培養した . こ の 菌液を適当な薬剤を含む寒天板上 に塗布し 一 晩培養したo
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(2)Electr opr atio n法 【Calvin and lia n a w alt, 1 988】
Ele ctr o c o mpete nt cellは ､ 菌体を 1m M H EP E SpH 7.2 で 4回洗浄した後､ 10%glyc er olに懸濁して
調製した o E le ctr o c o mpetent c ell 50LLL に適当量の D N A溶液を加 え､ 軽く混和後 ､ キ ュ ベ ッ トに移し､
18 00 V の条件で Ea syie cT Prim a(E U I BIO)を用 い て形質導入を行 っ た｡ 菌液をS O C培地1mL中で30℃ ､
1時間培養した後に適当な薬剤を含む寒天 坂上に塗布し 一 晩培養した o
9) 接合伝達
対数増殖後期ま で増殖した供与菌および受容菌を 1:3 の割合で混合した後 ､ 3 7℃1 5分間イ ン キ ュ ベ
-
卜したo 軽く遠心 し集菌した後､ B H I寒天培地 にス ポッ トした o 37℃ で 一 晩培養した後､ L液体培地 0.5m L
に懸濁 したo N alお よび選択薬剤含有の SS寒天培地に塗布した後､ 37℃で
一 晩培養した o 得 られ たコ ロ
ニ - を Nalお よび選択薬剤また は N alおよび Ap 含有の SS寒天培地 で 単離し, N alおよび選択薬剤耐性
か つ Ap感受性の菌株を選択 した ｡
10)P 2 2トラ ンス ダクシ ョ ン
供与菌を適量接種 した L 液体培地に P 22 ファ ー ジを適量加 え 37℃ で振蓋した o 溶菌した菌液にク ロ ロ
ホルム を加 え 37℃ で 30分振達し､ 遠心後の 上清を分取して 1ys ate とした o LFS ate と
一 晩培養した受容
菌液を選択薬剤入りの 寒天 平板上 で混和し塗布した ｡
ll)オリゴ D NA
クロ ー ニ ング用 の D N Aプライ マ - お よび塩基配列の 決定に用 いた FITC-labeled DNA プライ マ
ー はサ
ワディ - ･ テ クノ ロ ジ ー に合成を依頼したo Table3に用 いた プライ マ
ー を示 した o
Table3 Synthe sized oligo D N Au s edinthis study･
prim e r Purpo s e Sequ e n c e
S 6 6 clpP-clpX
S 52 9 clpP- clpX
S 58 9 clpP- c/pX
A l11 0 c/pP- clpX
A 1 211 c/pP- c!pX
A 2828 c/pP- clpX
clpA F c/pA
clpA R clpA
h/
'
IA F PhI7A
hI
'
A R Phl･IA
HilA F hiIAI
HiIA R hI
'
A
TA A G C G T C G T G TA G TTG C G
C C G T C C AT C A G GT T ACA A T C
A T G T C A TA CA G G G A G A A C G
A G A TTGACC C G l｢AT G J汀G C G
C AATT AC GA T G G G T C A A A A T
T T TCCC A C A C ♪J T C A A C G G C
C CT C A C C A A C T C T C GAC AT T AC
T TA G T G CC G G C TTC CG GCT T G T
C TA C G C C G T C G A CAT TG TA A AJ M T G G C
A G C C G T C A A G CT TGA Gl ⅥTGA A A T C A T C
G A G A A T A C A CT A G A T C TA T G C C ACA T
T C A T C G C G CA T T C C A G C T G G G C G A TA
- 62-
方法の
Table 3(co ntin u ed)
h/
P
lc F PhI･/C TGCTC CC GG GT AT T TG CA A A A G T G
hI
'
/C R PhiIC G C C C T T C T A GCG T C G C T C A TA C
HiIC F h/
I
C G C G C G G A T C C A T G G T A T T G C C TT C A A T G
HiI C R hI
'
/C G TA T C T G C A G C G C A A A C A G AT A G TA A C G
h[
'
ID F PhI･lD G C T G T TA A G T C G A C G A A C TA T GI A T G G C
h/
'
lD R Ph,･/D T C C G T A A G C T T C C A C T G TCTA C T G G G T G
Hi[D F hilD C C G G G G AT C C AT G G A A A 打l
‾
G T G TAC CT
I
TTG
Hi暮D R hl
'
D C A A T C T G C A G G A AT A G C C TCCC A T C T G
hsI V F hsIV T GTG CT T ATC CA TC CAGT T C G C T G
hsIV R hsIV CTCT G TA T T C G TA A C C A A G G
ln vF F 〟1 VF A A G G G A T C C 〝｢ G T C♪J T T T C T G A A A G C C GACAC
In vF R I
'
n vF G T T G T A G G G AA A G C T T C T C C A GTA AT G
lu cF r -Iu cifer a s e
/ud R トIu cifer a s e
/onFO2
/onR 4 74
1o nF
/o 〃R
s/
'
pB F
sipB R
sI
'
pc F
sipC R
M 4 22-FIT C
R V 22-FIT C
/o Jl
/o ∩
/o/1
/o/1
sI
'
pB
sipB
sipC
sipC
D N Asequ e n clng
D N Asequ e n cl ng
C C G G A A T T C TA AG GA G G A A T G C TA G C C A C C AT G A C T T C G A A A G
CT ¶lJCA T G T C T G C T C G A A G C G
TGA AT C C T G A G C G T T C T G A A C
G C T AT T G A G T G A C G T C A G C A C
G C G C A G A A T T C T G G C GA A TA A
C C G A A A A A G CTT G C CA G C C C T G
A G G A G GATCC A T G G T A A A T G A C G C A A G TA G C
T T T G G C T G C A G T TA T G C G C G A C T C T G G C GC A G
G G G A G G G AT C C A T G TTA A T T A G TA AT G T G G G A
C C T T T A A G C T T A G C G C GA AT AT T G C C T G C G
トC C A G G GTT T TCC C A G T C A C G C C
F- CACACA G G A A A C A G C T A T G A C C
12) P C R法
p c R はTaKaRa PCR T22 e m alCycleFM P(宝酒造)を用い て行 っ た ｡ Ex および L A Taq polym er a s e(宝
酒造)と添付 の 1 0× Buffe rを用い て , 通常 50LLL の スケ
ー ル で反応を行 っ た o
13) サザ ン ハイプリ グイ ゼ
- シ ョ ン 【So uthe rn, 1 97 6】
染色体 D NA を制限酵素で切断した後 ､ 約 1順 の D N Aを 1 %アガロ
- ス ゲル電気泳動 によ り分画 し､
ニ トロセル ロ ー ス膜に転写 した ｡ プロ
- ブは ECL dir ect nucleic a cid labeling a nd dete ction. system
(Am e rsha m) を用 い て標識および検出を行っ た c
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14) 塩基配列決定法 【Sa nge r etal. , 1 97 7】
RNa s eA で処理 したプラス ミ ド DNA を鋳型 として ､ D ide o xy chain ter minatio n法により行 っ た o 適
当な蛍光プライ マ ー を用 い ､ The r m oSequ e n a s eflu or e sc e ntlabeledprim er cycle sequ en cing kit with
7-de a z a-dGT P(A m er sha m) を用 いて 反応を行っ たo 泳動は 1.2× T B E buffer中で 4.2%尿素ゲル を用 い
て DNA シ ー ク エ ン サ ー DSQ-200 0 シ ステム(島津製作所)により行 っ た o
4.2 % 尿素ゲル
尿素
10× T B E buffe r
.
Lo ng Ra nge r
TM
50 % GetSolutio n(F M C)
1 0×T B E buffe r
8 9m M Tris-bo rate
2.5 m M E D
-
rA
21g
6 m L
4 m L /5 0m L
15) 塩基配列 の解析
既知の 塩基配列 は D D BJ/E M B L E/Ge nBa nk より入手 した ｡ これらの解析には GE N E TY X M A C I O･1
を用 い た ｡
1 6) 電気泳動用細菌お よび分泌タ ンパ ク質両 分の調製
細菌タン パ ク質両分は回収した菌体を電気泳動用 s a mplebuffer(0.0 5 M Tr is- ⅢCIpH 6･8､ 2 % SD S､ 5 %
β - メルカプトエ タノ ー ル , B P B)に懸濁 し､ 94℃5分間熱処理 した後､ 4℃ で遠心分離(1 6,0 0 ×g､ 1 0min)
を行い ､ 電気泳動用 サ ンプル として 用い た ｡
分泌蛋白質画分を調製する菌体は､ 一 晩静置培養した菌液を L液体培地 に2 0倍希釈し､ 3 7℃ ､ 好気性
条件下で OD6｡｡0.5 まで 培養した ｡ こ の 培養液 を 4℃で遠心分離(13,0 00×g､ 30min)を行い , 上摘を回収
後 ､ M ille ∑- H Vfilte r(0.45LLm -POr e- Siz e
･
, M illipo r e)を用い て 菌体を完全に取り除い た o 終濃度 10 %にな
るように TCA を加え ､ 数分間氷上に放置した後､ 4℃で遠心分離(16,00 0×g､ 1 0min)を行い , アセトン
で洗浄 , 再度 4℃ で遠心 分離(1 6,00 0×g､ 5min)を行い , 分泌タン パ ク質を回収した o 10 00倍容の s a mple
bufferに懸濁 し､ 9 4℃5分間熱処理 した後､ 電気泳動用サ ン プルと して用 いた o
1 7) SDS- P AG】∃によ るタ ン パ ク質の分離 【La e m mli, 1 9 70】
10､ 1 2お よび1 2.5%ポリアクリルアミド濃度の ゲル を用い て La e m mli の方法に従っ て行 っ た o
アク リルアミ ドゲル(1 30×1 50×1m m および 1 75×1 90×1m m)､ 泳動にはマ リソル垂直型 ス ラブ電気
泳動装置お よび恒温式 2 連ジャ イ アン ツス ラブゲル電気泳動装置(日本エ イ ド
-)を使用 した ｡ 泳動は
4 0mA また は2 5mA の 定電流で 行っ た. 分子量マ
ー カ 1A m er sha m また は BioRad)を同時に泳動した o
染色は CB B を用 い , 7%酢酸 ､ 2 5 %メタノ ー ル で脱色した｡
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Separating gel
適宜
0.3 7 5 M
O.1 %
O1 %
0.1 %
Sta ckjng get
4.5%
0.1 25 M
O.1 %
0.6 %
0.2 %
3 0% ア クリル アミド溶液★
Tris- H CIpH 8.8
S D S
過硫酸アンモ ニ ウム
T E M E D
3 0%アクリル アミ ド溶液
★
Tris-H CLpH 6.8
S DS
過硫酸アンモ ニ ウム
T E M E D
30 % アク リル アミド溶液
30 % アクリルアミ ド
1.2 % N- N ビス メチ レンアクリル アミド
Ru n nhgbuffe r
Tris
グリシン
S D S
3.Og
1 4.4 g
1.O g /L pH 8.3
18) 二 次元ゲル電気泳動
プロ テオ ー ム解析には次の 二 次元ゲル電気泳動の方法を用 いた o ディ ス クゲル(pH 4- 10､ n o nline a r
gr adie nt､ 1 7cm)の 方法は H ir a n oらの 方法に従い作成した【H ir a n o etal･ , 20 0】o 電極液 は陽極側に5m M
リン酸 ､ 陰極側に 10m M NaOH を用い ､ 泳動装置 はディス クゲル 固定化pH 勾配等電 点二 次元電気泳動
装置 (日本 エイ ド - ) を用 いた . そ の後 , SD S- P AGE により展開したo
方法の 項_ 16) により調製 した分泌タ ンパ ク質をサ ンプルと して 用い た｡ T CA 沈殿により回収した分泌
タ ンパ ク質を､ 膨潤バ ッ フ ァ ー (8 M u r e a､ 0.5 % NoidentP-4 0､ 1 0皿 M di th iothr eitol, 0･2 % Bio
- Lyte
3/10(BioRad))に懸濁 し､ Re adyStrip(pH3- 10､ 11cm ‥BioRad) に添加して Protein IE Fc ell(BioRad)
により 50V､ 2 0℃ で 1 2時間膨潤後 ､ 等電点電気泳動を行 っ たo その 後､ Re adyStrip をS D S
- PA GE 平衡
化バ ッ フ ァ ー (2% D T T含有) 中で 10分間､ 次いで SI)S-PAG E平衡化バ ッ
●
フ ァ ー (2･5% ヨ ー ドアセ
トアミ ド含有) で 10分間振畳後, SDS- P AGE により展開した｡
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S【) S･ P AGE 平衡化バ ッ フ ァ ー
6 M ur e a
O.3 75 M Tris- H CIpH 8.8
2 % S DS
20% glyc e roI
19)N 末アミノ酸配列 決定
目的の タ ン パ ク質を含むサ ンプル を二 次元電気泳動により分離後 ､
方法の
Im m obilo n- P tr an sfe r m e mbr a n e
(Millipor e)に転写 し､ CB B染色を行っ た後 50% メタノ ー ル で脱色した 0 日的の タンパ ク質を含むス ポッ
トを切り出 し､ Shim adzuP PSQ1 21 ProteinSequ e n c e r(島津製作所)により解析した o
20)質量分析法
二 次元電気泳動によ り分離したタ ンパ ク質から目的のタ ンパ ク質を含むスポッ トを切り出し脱色後､ エ
ン ドペ プチ ダ ー ゼ Lys- C また は トリプシ ン溶液 (Pr o m ega) により3 7℃ で 一 晩タ ンパ ク質を分解 した o
ペ プチ ド溶液 をZip- Tip18pipettetips(M illipo r e)を用い て 脱塩した後､ m atrix - a s sisted la s erde so rptio n
io niz atio n(m a s s spe cto m etry)また は M Sr M S システム (A B IQS T A R Puls a e 1
'
(A B I)) により解析した o
2 1) イ ムノブロ ッ テイ ン グ 【Bu rn ett, 19 81;To wbin etal. , 1979】
方 法の 項 -1 7) に従 い ､ 電 気泳動 に よ り ゲル 上 に展開 した 菌の タ ン パ ク 質 を T R A N S- B LOTT加I
CE L L(BIO- R A D)を用い て Im m obilo m- P P V つF挨(M illipo r e)に転写 し､ 換上の タンパ ク質を1次抗体お
よび2 次抗体 と反応 させた後 ､ 1次抗体と反応したタ ンパ ク質を2 次抗体に結合して い るアル カリフ ォ ス
フ ァタ - ゼ活性を利用 して 0.3mg/m L N B Tお よび o.15m g/m LBCI Pを用い て検出した ｡
22) パ ルス - チ ェ イス 法による半減期算出
菌株を 0.2 5%グル コ ー ス と 40m g/m L の 18アミノ酸 (メチ オニ ン とシス テイ ン を除く) と2m g/m L の
地アミ ンを添加 した M 9倍地で ､ 3 7℃ で OD6001.0 まで培養した ｡ 終濃度1 MI PT G により5分間タ ンパ
ク質発現 を誘導 した 後 ､ 菌体 を 3.7 M bq/m L の[35S]
- メチ オ ニ ン ､ シ ス テイ ン (Pr otein labeling
mix;>37 T bq/m m ol;Am m e r sham - P har m a cia Biote ch) で 1分間ラベル後､ 2 0 0p g/ml の非標識メチオ ニ
ン､ シ ス テイ ンでチ ェ イス した o 培養後 一 定量の サ ンプル を採取し､ TCA (終演度5%) を加えて 氷上で
1 5分間放置 し､ 遠心 分離 (1 5,0 00×g､ 2min) したo 沈殿物をアセ トンで 洗浄 し､ S D Sbuffe rに懸濁し
た o lm L R IPA buffe rをサ ン プル に加え ､ 遠心分離した o 上清に抗 H ilC あるい は H ilD抗血清を加え ､
氷上 で 1 時 間免 疫 沈 降 を 行 っ た o 免 疫 複 合体 を 回 収 す る た め ,′pr otein A･s epharo s e. beads
(Am m e r sha m-Pha r m acia Biote ch) を添加し､
一 晩捜拝放置 したo 遠心分離後, 沈殿物を RI PA buffer
で 2 回洗浄後 ､ 1 0m M Tr is- HCIpH 8.0 で 1回洗浄し､ 最後に4 0m L の電気泳動用 Sa mplebuffer に溶解
させたoそ れぞれ の サ ンプルは 10 %S D S- PAGE を行い ､ HilC､ H ilD に取り込まれ た放射活性を BAS2 0 00 A
photoim age r(FujiFi lmCo.)を用 い て検出した o
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S D S buffer
l % SDS
l m M E D T A
5 0m M Tris- H C)pH8.0
RIPAbu押er
l %
1%
0.1%
0.1 5 M
50m M
O.1 m M
Trito nX-1 0 0
N;卜D O C
S D S
NaC暮
Tris- H CIpH 8.0
E D T A
23)N - His6 タ ン パ ク質の精製および抗体の 作成 【Smi tha nd Fishe r, 1984】
(1)His6×
◆
sipB
精製は Hayw a rd らの方法 【H ayw a rd etal. , 20 00】 に従 っ て行 っ た ｡
N 末端に His6-tag を付加 した SipB を発現す るプラス ミ ド pT K Y 5 35を導入 した E coE D H 5αZ lを 2
×yTbroth(Ap2 5帽/m L)120m L で
一 晩培養 し､ 12 L の 2×Y T br oth(Ap25帽/m L) に混合し 3 7℃ ,
2 00rpm で OD6001.0 にな るまで振畳培養 したoI P T Gを終濃度0･5m M となる よう に加えた後､ さらに3 7℃
で 2時間培養 した｡ 冷却遠心(4,00 0×g､ 4℃ ､ 1 0min)により菌体を集め ､ 生理食塩水で洗浄し ､ 再遠心分
離(10,00 0×g, 4℃ , 1 5min)によ り生理食塩水を完全に除去した o
菌体 を Abuffe r8 0m L に懸濁 し､ Fren ch pr e ss(500 PSIG)を 3回かけ ､ 菌を破砕した o D Na s el lm g/m L
を1m L 加えた後 , 低速遠心(3,5 00×g､ 4℃ ､ 1 0m 血)によ り上清を分離した ｡ 上清は超遠心(1 50, 0 0× g､
4℃ ､ 2 hr)後 ､ 沈殿を B buffer4 5m L に溶解し膜タ ンパ ク質か らSipB を溶解した o 溶液 は超音波破砕後､
超遠心(150, 00× g､ 4℃ ､ 1 hr)により上晴を回収したo ペ レ ッ トはさらに B buffe r4 0m L に溶解し超音波
破砕後 , 超遠心(150,0 0 0×g, 4℃ ､ 1 hr)により上清を回収した o
超遠心上晴は添付文書に従 っ て Ni- N T A Supe rno w(10mL, H R16/5 Am e r sham -Pha r m a cia)カ ラ
ム に吸着させ , 20m M イミ グゾ - ル を含む C buffe rで洗浄した後 , 20- 2 5 0m M イミ ダゾ
- ル の 直
線勾配 によ り目的の タンパク質を溶出した. SipB 溶出フ ラクシ ョ ンを回収 し､ D buffe T中で透析 を
行いイ ミダゾ - ル を除い た｡ 超遠心(1 0 0, 00× g､ 4℃ , 30min)を行い ､ 凝集タンパク質を分離した o
上清の 一 部は Supe r o s eT M12(H RIO/30A m e r sha m- Pha T m a Cia)ゲル ろ過ク ロ マ トグラフ ィ
ー に通 し､
Dbuffe rで溶 出した ｡ 得られたフ ラク シ ョ ンを c e ntriplU STMco n c e ntr ator s(A mico n)で濃縮 し, 精製
タ ンパク質 とした ｡
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A buffer
20 m M Nか P BpH 7.4
1 0 0m M NaC】
0.1 m M E Dl
-
A
Bbuffe r
2 0m M Na- P BpH 7.4
1 M NaCI
l % Trito nX-1 0 0
C bu斤e r
50m M NaH2P O4
3 00m M NaC1
0.5% Trito nX-1 0 0
adju stpH8.0 u stng NaOH
Dbuffe r
20m M TrisIH CIpH7.4
140m M NaCl
(2)His6×SipC
N 末端に His6-tag を付加 した SipC は大量発現すると凝集したの で ､ 凝集タン/ヾ ク質として 精製したo
pT E Y 53 6を導入 した E.c oll
'
DH5αZ lを3 7℃ で 一 晩培養後 ､ L液体培地 3I+ に 1/10 0希釈 し OI)6001･0
まで培養 した o IP T G を終濃度 1m M となるように加えた後 ､ さ らに 3 7℃ で 3 時間培養 した｡ 培養
液 を遠心 して 菌体 を回収 し､ Lysis buffe r39m L に懸濁 し ､ 菌体を ソ ニ ケ
一 夕 - で超音波破砕 した o
冷却遠心(6,00 0 ×g, 4℃ ､ 3 0min)後 ､ 上 清を回収し超遠心 (4 0,000×g､ 4℃ ､ 1 hr) を行 っ たo 上浦
を N i- N TAs upe rflo w カラム に通 し, 2 0m M イ ミダゾ
- ル を含む E bufferで洗浄後 ､ 0 → 2 5 0m M イ
ミ グゾ - ル直線勾配によ り目的の 蛋白質を溶出した｡ タ ン^
o
ク質の 一 部をS D S- PA G E で展 開し､ His6
×SipC の バ ン ドをゲルか ら切り出し､ 抗原 と した｡
Lysis buffer
20m M
l m M
O.05%
100 m M
Na-P BpH 7.2
P M S F
Trito nX-1 00
NaC】
8 M U｢e a
Ebuffe r
20m M Na-P BpH 7.2
3 00m M NaCI
(3)His6×ⅢilA
N 末端に H is6-tag を付加 した HilA を発現するプラス ミ ド pT K Y 6 06を導入 した E･ c oll
'
DH 5αZ lを含
む L液体培地 3 Lを 30℃ で O D6001.2 になる まで 培養後 , IP T Gを終濃度 1m M となるよう に加え､
一
晩培養した o 培養液 を遠心 して菌体を回収し , 冷やした 1mg/mL Lys ozym e を含む buffe r(20m M
Na-P BpH7.2､ 10 0m M NaCl) 30mL に懸濁 し､ 氷上 で 30分放置 した後､ 菌体を ソニ ケ
一 夕 - で超
音波破砕 した. 冷却遠心後､ 上浦を回収 し超遠心を行 っ た o 上浦を Ni- N TAs upe rno w カ ラム に通 し､
2 0m M イ ミグゾ - ル を含む E bufferで 洗浄後 ､ 0- 2 50mM イミ グゾ
- ル 直線勾配によ り目的の 蛋白
質を溶 出 した . タンパ ク質の
一 部 を S D S- FA G E で展開し､ His6 × Hihの バ ンドをゲルか ら切り出
し､ 抗原とした｡
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(4)flis6 ×In vF
N 末端に His6･tag を付加した In vF を発現するプラスミ ドpT E Y 6 07を導入 した E. c oll
'
D H 5αZl を含
む L液体培地 3 Lを 30℃ で O D6001.2 になるまで培養後 ､ IP T G を終濃度 1m M となるように加え､ 一
晩培養 した｡ 培養液 を遠心 して菌体 を回収 し, 冷やした 1mg/mL LFS Ozym e を含む buffer(2 0m M
Na-P BpH7.2､ 10 0m M NaCl) 3 0mL に懸濁 し､ 氷上で.30 分放置 した後 , 菌体をソ ニ ケ
一 夕 - で
超音波破砕した o 冷却遠心後 ､ 上浦を回収し超遠心を行 っ た ｡ H is6×In vF は凝集タ ンパ ク質とな っ
て沈殿 したた め ､ 1 % Tr ito n X- 10 0を含む Lysisbuffe rで洗浄 した後 ､ s a mplebufEe rで 溶解した o
溶液 を Ni- N TAs upe rflo w カ ラム に通 し､ 2 0m M イミ ダゾ
- ル を含む F buffe rで洗浄後 ､ 0 - 50 0m M
イ ミグゾ - ル 直線勾配 により目的の タンパク質を溶出したo タンパク質の 一 部を S D S-P A G E で展開
し, His6×In vF の バ ン ドをゲル か ら切 り出 し､ 抗原 とした o
F buffer
20m M Na-P B(pH 7.2)
1 00m M NaCI
O.05% Na-D O C
6M Gu a nidine-HCl
(5)His6× H ilC
N 末端に H is6-tag を付加 した H ilC を発現するプラス ミ ド pT E Y 5 73と pLysS を導入 した E c oll
'
BL 21(D E 3)を含む L液体培地 3 Lを 37℃ で O D6001.0 になる まで培養後 ､ IP T G を終濃度 1 血M とな る
ように加え､ さらに 3 時間培養 したo 培養液を遠心 して菌体 を回収 し､ 冷や した 1mg/mL Lys ozym e
を含む buffe r(2 0m M Na- P Bp
､H7.2､ 100m M NaCl､ 10m M イミ グゾ - ル) 30m い こ懸濁 し ､ 氷上
で 3 0分放置 した後 ､ 菌体 をソ ニ ケ 一 夕 - で超音波破砕 した o 冷却遠JL 後､ 上 浦を回収 し超遠心を行
っ たo 上 清を N i- N TAs upe rno w カラム に通 し､ 2 0m M イ ミダゾ - ルを含む E bufferで洗浄後, 2 0
- 2 50mM イ ミダゾ - ル直線勾配によ り目的の 蛋白質 を溶出 した ｡ H is6×H ilC を含む フ ラク シ ョ ン
を2 0%硫安 を含む G buffe rで透析(o/n ＋ 3hr､ 4℃)し､ サ ンプル約 5mL を超遠心(5 5,0 0 0 ×g､ 4℃ ,
3 0min)後 ､ 上 浦をs upe r o s eT M7 5ゲル ろ過ク ロ マ トグラフ ィ - を通し精製タ ン^
o
ク質 とした o また､
冷却遠心によ り生 じたタ ンパク質の 凝集体を 1% Tr ito nX- 10 0 10mL で3 回洗浄､ M illiQI OmL で洗
浄 し超遠心 (55,0 0 0× g､ 4℃ ､ 30min) 後 , P B S5mL に懸濁 し抗原と した｡
Gbuffe r
50 m M
l m M
l mM
IO m M
5(v/v)%
T｢is-H Cl(pH 8.0)
E D TA
D T T
NaCI
glycerol
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(5)His6× H ilD
N 末端に Ⅲis6-tag を付加 した H il Dを発現するプラス ミ ドpT K Y574を導入した E.c oll
'
DH5αZ lを含
むL液体培地 3 Lを 3 7℃で O D6001.0 にな るまで培養後 ､ IP T G を終濃度 1rIIM となるよう に加え､ さ
らに 3 時間培養 したo 培養液を遠心 して菌体 を回収し ､ 冷やした 1mg/mL Lys o zym e を含む bufEe r
(2 0m M Na-P BpH7.2､ 1 0 m M NaCl､ 10m M イミ グゾ - ル) 3 0m L に懸濁 し､ 氷上で 3 0分放置し
た後､ 菌体 を ソ ニ ケ 一 夕 - で超音波破砕 した ｡ 冷却遠 心後 ､ 上 浦を回 収 し超遠心を行 っ た ｡ 上清 を
Ni- N T As upe rno w カ ラム に通 し､ 2 0m M イミ ダゾ - ル を含む Ebuffe rで洗浄後 ､ 2 0- 2 50m M イミ
グゾ - ル直線勾配 により目的の タ ンパク質を溶出した ｡ His6× HilDを含むフ ラクシ ョ ンをゲル ろ過
buffe rで 透析(o/n ＋ 3 hr､ 4℃)し､ サ ンプル約 5mL を超遠心(5 5,0 0 0×g, 4℃ ､ 30min)後 ､ 上清 を
回収 し精製タ ンパ ク質 と した ｡ また ､ 超遠心 により生 じたタンパ ク質の 凝集体を M illiQで洗浄 し超
遠心(5 5,00 0× g､ 4℃ ､ 3 0min)後 ､ P B S5mL に懸濁 し抗原 と した｡
(6)ウサ ギ抗血清の作製
体重約 3 kg の雄性ウサ ギに , 精製タン パ ク質溶液とアジ ュ バ ン ドで ある T M A Xを 1: 1 で混合した溶
液を四度にわ たり筋肉内投与し , その 後ブ ー ス トとして精製タン パ ク質のみ を二 度筋肉内投与した o 免痩
を行 っ たウサギを 1日間絶食後､ ネンブタ - ル麻酔下で心採血 し､ 血清を得た ｡
24)タンパ ク質定量法 【Br adford, 1976】
Br adfo rd の方法に従 っ て行 っ た.
ウ シ 血清アル ブミン Fr a ctio nV を標準タンパ ク質として用 いた o
25) 上皮細胞様培養細胞株の 培養
Inte stin e-4 0 7 の培養は ､ 10%F BS を添加した D M E M培地中で 5 %CO2､ 95 %空気を含むガス および
飽和水蒸気存在下 , 3 7℃ で行 っ た ｡ 数日間の 培養の 後 , 25 また は 75cm2 の 培養 ピン に 70190%飽和
(m on olaye r) まで細胞を増殖させた後 ､ 0.25 %トリプシ ン - E D T A溶液処理 によ り細胞を剥が し､ H BSS
洗浄後､ 1× 105c ells/mL にな るよう に細胞増殖用培地で希釈 し､ 継代した c
26) 上皮細牌へ の 付着と上皮細胞内生菌数の 測定
Gala nら 【Gala n a ndCu rtis s, 1 98 9】 の方法に従っ て 行 っ た｡
24ウ ェ ル プレ ー トにInte n stin e-4 0 7を 2×105 c ells/w ell で 5% C O2､ 9 5%空気を含むガス および飽和
水蒸気存在下 ､ 37℃ で 一 晩培養した . 培地 を取り除き H B SSで 3回洗浄した後､ H BSS で洗浄した菌体
を m oilO で加え ､ 5% C O2､ 9 5%空気を含むガス および飽和水蒸気存在下､ 3 7℃ ､ 2時間培養し､ 付着さ
せた o HBSSで 3回洗浄した後 ､ 10%F BS お よび GmlOO帽/m L を添加した DM EM を加 え ､ 5% C O2､
95%空気を含むガス および飽和水蒸気存在下､ 37℃ ､ 3 時間培養し､ 細胞外に存在する菌体 を殺菌した ｡
培地を取り除いた後 HBSS.で 3 回洗浄 し､ 0,2 % Tr ito nX- 10 0(Sigm a)を加えて細胞を溶解するこ とにより
細菌液を回収 した ｡ こ の細菌液 を BS G で段階希釈した後 ､ Na1 25トLg/m L を含む L 寒天培地に塗布し､
3 7℃で 一 晩培養 し､ 生菌数を測定した ｡
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27) マ ク ロ フ ァ ー ジ様培養細胞株の培養
J 7 74.1お よび R AW2 6 4.7 の培養は ､ 10%F B S, K m 50LLg/m Lおよび Gm l OLLg/m L を添加した D M E M
培地中で 5 %C O2､ 9 5%空気を含むガス お よび飽和水蒸気存在下､ 3 7℃で 行 っ た｡ 数日間の 培養の 後､ 2 5
または 7 5c m2 の 培養 ビン に 75%飽和まで細胞を増殖させ た後 ､ 細胞を剥が し､ 1× 1 05-1× 106c ells/m L に
なるように細胞増殖用培地 で希釈し､ 継代した ｡
28) マ ク ロ フ ァ ー ジによ る会食とマ クロ フ ァ ー ジ内生菌数の 測定
24ウ ェ ル プレ ー トに R AW2 64.7を 4× 105 c ells/w e11で 5 %C O2, 9 5%空気を含むガス および飽和水蒸
気存在下, 3 7℃ で 一 晩培養したo H B S で 3回洗浄した後､ 菌体を加え ､ 20 00rpm で 5分間遠心 した後 ､
5 %C O2､ 95 %空気を含むガスお よび飽和水蒸気存在下､ 3 7℃ ､ 30分間培養し吸着､ 会食させた ｡ H B S S
で 3回洗浄した後, 1 0%F BSお よび GmlO OトLg/m L を添加した D M E Mを加 え , 5% C O2､ 95% 空気を含
むガス および飽和水蒸気存在下, 37℃ ､ 90分間培養し, 細胞外に存在する菌体を殺 菌した ｡ B BSSで 3
回洗浄した後､ 1 0 % F CS および GmlO帽/m L を添加 した D M E Mを加 えた o
一 定時間培養した後 ､ 培地
を除いて H BSSで 3回洗浄し ､ 0.2%Tr itonX- 100 1m L を加 えて マ クロ フ ァ ー ジを溶解するこ とにより細
菌液 を回収した ｡ こ の細菌液 を BS Gで段階希釈 した後, Na1 2 5LIE/m L を含む L寒天培地に塗布し､ 3 7℃
で 一 晩培養し ､ 生菌数を測定した ｡
2 9) β-ガラク トシダ ー ゼ測定
β
- ガラク トシダ ー ゼ活性は M illerの方法 【M ille r, 1 972】 に従っ て測定した .
各培養条件に従 っ て 培養した菌液を氷中 で 20分間放置し ､ 一 部を採取 して O D600 を測定したo 0.2m L の
菌液を 0.8m LO)Z bufferと混合し､ 4 0LLL のク ロ ロ ホルム と2 0LLL の 0.1% SDS溶液を加えて ボルテ ッ ク
ス に よ り 菌 体 を 溶 菌 さ せ た
I
o 28℃ で 5 分 間 プ レイ ン キ ュ ベ - シ ョ ン し た 後 ､ 0.8m g の
o- nitr ophe nyl-β- d- gala ctopyr a n o side[ON P G;0.4mg/ml in Na-pho sphate pH7.0]を加 えて 28℃で反応を
行 っ た｡ OD420 が o.6 - 0.9 になるまで反応した後､ 0.5ml の 1 M Na2CO3溶液を加 えて 反応 を停止し ､ O D420
と OD550を分光光度計により測定 した ｡ M ille r u nitは以下の 式で算出した ｡
Unit 二 100 0× (OD420- 1.7 5× OI)550)/tX v XOD600
t= 反応時間(分) Ⅴ = ア ッ セイ に使用 した菌体液の 量(mL)
Z bu什e r
60m M
40m M
I Om M
l m M
50m M
Na2H P O4
NaH2P O4
K CI
MgSO4
β- m e r c apto etha n oI
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30)細胞内SPI-1転写量の 測定
R A W2 64.7細胞を2 4ウ ェ ル プレ - トに 2×105c ell/w ellとな るように植えた o 菌は等量の 血晴で 37℃5
分間オブソ ニ ン化した後 ､ 方法の 項-28) にあるように感染させた o O､ 3､ 6､ 10､ 2 4時間後に 1w ellに
つ き 50 0LLL の1u cifer a s ebuffe rを入れ 15分室温 でイ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ン後､ 各サ ンプル3ウ ェ ル分を-8 0℃
で保存した . サ ン プル は1u cifera s ebuffe rで野生株は1/10､ 1on欠損株は1/100に希釈したo ホタルル シ
フ ェ ラ ー ゼ とウミ シイ タケルシ フ ェ ラ ー ゼ は進化の 起漉が異なるため酵素の 構造や基質要求性が異な るo
こ の 違い を利用 しル シ フ ェ ラ ー ゼ の 生物発光反応 を選択的に識別した o Beta - Glo (Beta- GloT丸正As s ay
syste m;pr o m ega)100ドL とサ ンプル 10 0pL を混合するこ とにより ､ β - ガラク トシ ダ
ー ゼによ る 61 0･ β
- gala ctopyran o syl
-1u cife rin の開裂と ､ そ の 生成産物で ある D- Lu ciferin の ホタルルシ フ ェ ラ ー ゼによる
発光 0Ⅹylu ciferin ヘ の反応がお こる. 室温で 30分間反応させた後ルミノ メ
ー タ ー (Berthold) を用いて
この ホタル ル シ フ ェ ラ ー ゼ活 性の 測定を行う こ とによりβ- ガラク トシ ダ
ー ゼ活性の 指標と した ｡ 続けて
Du al lu cifer a se a s s ay(Du al- Lu cife r a s eRepo rter Assay Syste m;pr o mega)の Stop&Glo 溶液 1 00LLL を
添加 し､ ホタルル シ フ ェ ラ - ゼ の消光と同時にウミ シイタケルシ フ ェ ラ ー ゼ を活性化させた o ウミ シ イタ
ケルシ フ ェ ラ ー ゼ活性はル ミノ メ ー タ ー を用い て測定した .
Lu cife ra s ebuffe r [Gu n n a nd Mille r, 19 9 6]
25m M Tris-pho sphate pH 7.8
2 m M D T T
2 m M E D T ApH 8.0
2.5 m g/m L B S A
I O %.g
lyc erol
l % Trito nX1 00
3 1)TロN E L法
zn sltu Cell De ath Detectio nKit､ Flu o re sc ein(Roche)を用い ､ 添付の プロ トコ ー ル に従 っ て行 っ た o
2 4ウ ェ ル プレ ー ト中に 1 2m m 円形カバ ー ガラス W TS UN AMI)を入 れ 細胞がそ の 上に接着するように
植えた o 菌を感染後 ､ 細胞を P BSで洗浄し ､ 4 % パラホルムアルデヒド/P BS を50 0LLL /w ellを入れ室温
で 3 0分静置レた o P B Sで洗浄後､ 0･1 %ク エ ン酸ナトリウム ー 0･1%Tr ito nX- 10 0を 5 00LLL /w ellを入 れ
氷上で 2分置きすぐに P BSで 2 回洗浄した o T UN E L反応液 30LLL で 37℃ , 6 0分, 遮光で反応させた ｡
P BSで 3回洗浄後 ､ phalloidin - Te x a sRed(M ole c ula rPr obe s)4 0LLL で室温 ､ 3 0分､ 遮光で 反応させた o
pB Sで 3回洗浄し ､ マ ウン ティ ン グ剤PECT AS HI EL D㊤ M o u nting M ediu m;Vector Lab.)を少量のせ カ
バ ー ガラス をか け､ 共焦点レ - ザ 一 顧微鏡(Zeis s)で観察した o
32) フ ロ ー サイ トメトリ ー
菌を感染後 ､ 2 4ウ ェ ル プレ - ト中の細胞に c oldEI)T A- P B S(1m M)500LL /w ellに入れ共洗い後､ さら
に c old ED T A-PB S(1m M)5 0 0LLL を入れ ､ ピペ ッ ティ ン グによ り細胞 を剥が した o 遠心(2 00×g､ 4℃ ､ 5m in)
後､ 上清を取り除い た o 染色液(Ann e xin V-FITC＋PI､ An nexin V- F LOUS Staining Kit;Ro che)を 50LLL
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入 れ 室温で 15分間反応させた後､ P BSlm L で 2回洗浄し､ 4%パ ラホル ムアルデヒ ド5 00トム L に懸
濁するo サ ン プル は フロ ー サイ トメ ー タ ー により解析した ｡
3 3)抗ヒス トン抗体によ る E LIS A
実験は Cellde ath detectio nELISA PL ロS(Rocbe) を用い ､ プロ トコ ー ル に従 っ て 行 っ た ｡ 方法の 項-2 8)
にあるよう に菌を感染させた後､ 細胞を H BS Sで洗浄し, 各ウ ェ ルに細胞溶解用 Bufferを 50 0トtL 入れ､
室温 で 30分イ ンキ ュ ベ - 卜した ｡ 溶液 を回収し､ 遠心(20 0×g､ 4℃ ､ 10min)後､ ペ レ ッ トを崩さない よ
うに 3 0 0トLL の上浦を取 りサ ンプルと した o サ ンプル は 1/100希釈し測定に用いた o 20トL のサ ンプル を
96ウ ェ ルプ レ ー トに入れ ､ さ らに 80pL のイムノミ ッ クス (ビオチ ン標識抗ヒス トン抗体 ＋POD 標識抗
D N A抗体) を加 え,振逸しながら室温で 2時間反応させた o 3回洗浄後､ 基質溶液 を 100pL/w e11入れ発
色させ ､ 40 5n m の吸光度を測定した ｡
34)特異的基質を用 いた カス バ - ゼ活性測定
方法の 項-2 8) にあるよう に菌を感染させた後､ 各時間で 2 4ウ ェ ルプレ - 卜中の細胞を P BS で 1回洗
浄し､ extr a ction buffe r を 10 0トIJ /w ellを入れ室温で 15分振逸 した o ピペ ッ テ ィ ン グで細胞を回収し,
-8 0℃ で凍結溶解 を2回繰り返した後 ､ 遠心(9,0 00×g､ 4℃ ､ 5min)し ､ 上清をサ ンプルと した ｡
蛍光基質を 1 50トM とな るよう に希釈し, 基質10pL とサン プル 90けL を混合し ､ 3 7℃の 条件で蛍光プ
レ ー トリ ー ダ ー によ り蛍光の測定 を行っ た . コ ン ト ロ ー ル として サ ン プルの 代わ りに e xtr a ctio n buffe r
を入れた もの を用 い た｡ 蛍光は 3 55/4 60n m の波長で測定 し, 得られ た直線の 傾き をタ ンパ ク量 で割 っ た
もの をカス バ - ゼ の活性 とした ｡ 使用 した基質は Table 4に示す｡
Table 4 Flu ore sc ents ubstrate u s ed inthis study.
c o mpo und spe ciAcity
Ac･ Y V AI)- M C A
Ac- VI)VAI)- M C A
Ac- D E VD - M C A
Ac -T如-Val- Ala ･ Asp- M C阜
Ac -Val-Asp-Val-Ala- Asp-M C A
Ac-Asp-Glu -Vhl- Asp- M C A
c a spa s e
- 1 (ペ プチ ド研究所)
caspase
-2 (ペ プチ ド研究所)
caspa se
-3 (ペ プチ ド研究所)
e xtra ctio nbuffe r[Ena ri etal., 1 99 6]
5 0m M H E P ES-NaO HpH 7.6
5 0m M K C1
5 m M C H A P S
5 m M E G TA
2 m M MgCJ2
1 m M D T T
l m M P MSF■
1トL9/m L le upeptin
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方法の項
タ ンパ ク量の 測定
タ ン/t
o
ク量の 測定は Lo w ry 法 【Lo w ry etal. , 1951】 に従い行っ た o DC プロ テイ ンア ッ セイ試薬セ ッ
ト (BioRad) を用 い ､ マイ クロ プレ ー ト で ス タン ダ ー ドア ッ セイ法によりタ ンパ ク量を測定した ｡ 吸光
度計を用い 60 5n m の 吸光度を測定し, De ruta so氏 によりタン パ ク量を算出した ｡ ウシ 血清アルブミ ン
(BSA) を標準タ ン パク質として用 いた ｡
35)阻害剤を用 い たカス バ
- ゼ の活性測定
RA W2 64.7細胞を2 4ウ ニ ルプレ ー トに 2×105cell/w ellとな るように細胞を植え , 一 晩培養した o 翌日
細胞を H BSSで 3回洗浄し ､ D M E M(4 5 00m g/mL glu c o s e)5 00LLL に置換した ｡ 各阻害剤を各ウ ェ ル に終
濃度5 0ト瓜4となるように添加した o 阻害剤 を入れない もの にはコ ン トロ
ー ル として DMSO 入れ､5 %C O2､
9 5%空気を含むガス 及び飽和水蒸気存在下､ 3 7℃で 3 時間培養した . 培地を除き方法の項 - 28) にあるよ
うに菌を感染させた ｡ 菌は m oil O の場合で 4×106cell/m L となるように懸濁し､ 50 0〃L/w ell で感染させ
るとともに ､ 阻害剤を 50LL M とな るよう に加えた o サ ン プルは方法の項 一 33) にあるように抗ヒス トン
抗体を用 いた E LIS A法によりアポト ー シ ス を測定し, 阻害剤の効果を評価した ｡ 使用 した阻害剤は Table
5 に示 した｡
Tab[e 5 Ca spa s einhibito r u s edinthis study,
c ompou nd sp∝ificty
Ac･ Y V A D- C M K
Z･ V D V ÅD-F M E
Z_ D E V D- FR4E
Z･ V A D-F M E
Ac - ¶rr-Val-Ala- Asp･ chlo TOm ethylketone
Z-Val- Asp- Vat-Ala - Asp･nu o r o m ethylketo n e
Z-Asp- Glu -V al- Asp- nuorom ethylketo n e
Z-Val-Ala-Asp- flu o r o m ethylketo n e
c a spa s e
- 1
c a spase-2
c aspas e･ 3
bI･O ad
c aspas e- 1, 3, 4､ 7 など
(SI GMA)
(SIG MA)
(R& Dsystem s)
(ES P)
3 6)菌体合成タ ンパ ク質の R I標識
菌体合成タ ンパ ク質は ､ (1)(2)の ように RI標識し, 電気泳動には等量の e ou ntper m血uit(cp血)のサ ン
プル を用 いた ｡
(1)D M E M中での RI標識
3 7℃ , L br otb､ OD600.5 まで培養した菌液 を室温 で遠心(13,0 00×g､ 10min)後､ 菌体をメチオ ニ ンお
よびシス テイ ン不含 D M EM に懸濁し､ 37℃で 1時間【35S〕- メチオ ニ ン ､ シ ス テイ ン(14.3トICi/LLL)1トLL /ml
で ラベ ル し､ サ ンプル を回収した o 遠心(1 8,0 00×g､ 4℃ ､ 5min)後 ､ 菌体を1ysisbuffe rで懸濁して サ ン
プルと した ｡
(2)マ ク ロ フ ァ ー ジ内で の R I標識
J7 74.1細胞は 6ウ ェ ルプレ ー トに5×1 05c ell/w ellとなるように植えた ｡ 菌は m oi5 0で感染させ , 感染
後3 0分でメチオ ニ ンお よびシ ス テイ ン不含 D MEM (cyclobe ximide 20帽/皿L､ Gm 12.5 帽/m L) に置換
した o 2時間か ら 3時間の 1時間[35S]- メチオニ ン , シ ス テイ ン(14. 叫Ci/LIL)5LLL /w ellで ラベル し ､ サ
ンプル を回収した ｡ 細胞は H BSSで 2 回洗浄後､ プロ テ ア ー ゼ阻害剤 (pr ote a s ein hibitor co cktailfor
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方法の 項
ba cteriale xtr a cts(Sigm a)) を含む 0.3 %デオキシ コ
ー ル酸溶液で溶解した o 菌体 をPB Sで 2回洗浄した
後 ､ 1ysis bufEerで懸濁して サ ン プル とした o
Lysis buffe r
7 M ure a
2 M T hio u re a
2 % C H A P S
20m M. D T T
O.5 % Am pho[in epH 3.5 -9.5
37) マ ク ロ フ ァ
ー ジ で の 免疫沈降
R A W 2 64.7細胞は 6 ウ ェ ル プレ ー トに 2×1 06 c ell/w ellとなるように植えた o 菌は m oil O で感染させ ､
感染後2 時間で メチオ ニ ンお よびシ ステイ ン不含 D M E M(4 50 0m g/m L glu c os e､ Gm lO帽/m L) に置換
した o 5時間から 6時間の 1時間[35S] - メチオ ニ ン ､ シ ス テイン(53 0k Bq/LLL)2.5LIL /w ell でラベ ル し､
サ ン プル を回 収した . 細胞は P BS で 1回洗浄後､ ス ク レイパ ー で剥 が しTCA 沈殿を行っ た o SD S buffe r
(1 %SDS､ 1rnM E D T A､ 5 0m M Tr is- H CIpH 8.0)20 0LL L に懸濁し ､ 94℃ で 5分反応させたo RI FA bufEe r
6 00LLL を入れ た後 ､ ソ ニ ケ - シ ョ ンによ りペ レッ トを破砕した o さらに4 00LLL の R IP A buffe rを加 え ､
遠心(16,00 0×g､ 4℃ ､ 5min)後の上 清1m い こ抗体､ 0.1%プロ テア
ー ゼ阻害剤カクテル を加え 4℃ で 一 晩
反応させた｡ Protein ASepha r os eTM(A m e rsha m- P har m a cia)を加え 1時間横枠した後 ､ R IFA buffe rで 2
回 ､ 1 0m M Tr is- HCIpH 8.0 で 1回洗浄し､ Sa mple buffe r4 0LLL に溶出した後､ 10% SD S- PAGE で展
開し､ 方法の 項-2 2) にあるようにオ ー トラジオグラフイ 一 によりラベル の検出を行っ た ｡
RIP A bu作e r
l %
1 %
0.1 %
0.1 5 M
50m M
O.1 m M
Trito nXl 0 0
Na- D O C
S D S
NaC】
Tri- H C)pH 8.0
E Dl
-
A
38) 腹腔投与 によ る感染マ ウス で の s er o v a rTb,phim u riu m の臓器内生菌数の測定
感染マ ウス の 腎臓および肝臓を取り出し､ ホモ ジネ - 卜した溶液を P BS に1/10ごとに系列希釈した後､
M aCo nkey寒天培地に塗布し､ 3 7℃ で 一 晩培養し､ 生菌数を測定した ｡
3 9) 経 口感染にお ける感染マ ウス で の s e r ov a r
r
柑phim u riu m の臓器内生菌数の 測定
B A L B/c メス マ ウ ス を数日間環境に慣れさせた後､ 数時間､ 餌と水を断っ た マ ウス ヘ 5叫L の 1 0 %(w/v)
重曹を飲ませ, その 後2 0LLL の菌液を経口投与した o 感染 5日後に マ ウス を解剖し､ 肺臓と肝臓の それぞれ
5m L の BS Gで ホモ ジナイズし､ 選択プレ - トに塗布し､ 3 7℃で 一 晩培養し､ 生菌数を測定した o
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